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O cenário atual de constante crescimento da demanda por combustíveis 
traz a necessidade de se buscar por novas fontes alternativas de energia e 
ambientalmente mais corretas. O etanol de segunda geração, proveniente da 
fermentação de açúcares da biomassa vegetal, como o bagaço da cana-de-açúcar, 
aparece como uma alternativa sustentável para substituir, em parte, os combustíveis 
fósseis, mas depende da resolução de alguns entraves biotecnológicos, como o 
transporte e metabolização de xilose pela Saccharomyces cerevisiae. Frente a isso, 
este projeto teve por objetivo melhorar a eficiência de dois transportadores, o HxtB 
de Aspergillus niger e Gxf1 da Candida intermedia através da introdução de 
mutações aleatórias via PCR error prone (técnica de PCR com mutações induzidas). 
Como resultado, foram gerados 119 clones para o transportador Gxf1 mutado e 87 
para o transportador HxtB, na cepa S. cerevisiae EBY VW.4000 que possui todos 
seus transportadores deletados, exceto os para maltose. Estes clones foram 
avaliados quanto à eficiência do transporte de xilose em diferentes concentrações 
deste açúcar por ensaios de drop out e, os que apresentaram melhores resultados 
de crescimento em relação aos controles (cepas contendo os transportadores sem 
mutação), foram posteriormente avaliados pela construção de curvas de crescimento 
em meio líquido. Para os clones com fenótipos melhorados para o transporte de 
xilose, observou-se que a maioria das mutações inseridas estão em domínios 
relacionados ao transporte de açúcar, entretanto, estudos estruturais mais 
aprofundados devem ser realizados para se elucidar a real influência de cada 
mutação. Além disso, este projeto objetivou a melhoria do consumo de xilose em 
cepas de S. cerevisiae PE-2 JAY291 haploides contendo os transportadores HxtB, 
Gxf1 e o plasmídeo pRH274 (para metabolização da xilose) por meio da 
mutagenização com etilmetanosulfonato e evolução dirigida. A evolução foi feita 
através de repiques sucessivos em meios de cultura contendo xilose em semi-
anaerobiose e anaerobiose, com avaliação do crescimento de 23 clones mutados. 
Nesta etapa, quatro clones se destacaram no experimento, cada qual em uma 
condição de evolução específica, mostrando que as mutações inseridas no genoma 
dos mesmos conferiu características distintas pra cada um. Embora vários grupos de 
pesquisa no Brasil, e principalmente no exterior, vêm trabalhando nesta temática, 
ainda não foi obtido um microrganismo totalmente adaptado às condições brasileiras 
para produção de etanol 2G a partir da fermentação da xilose de forma 
economicamente viável. Estes transportadores, bem como a posterior identificação e 
validação das modificações genéticas das cepas evoluídas, contribuirão para o 








The current scenario of the constant growth of the demand for fuels brings 
with it the need to search for more sustainable and environmentally friendly energy 
sources. In this scenario, second generation bioethanol from the fermentation of 
sugar from biomass, such as sugarcane bagasse, appears as a sustainable 
alternative to replace fossil fuels in part, but depends on the resolution of some 
biotechnology barriers, such as the transport and metabolization of pentoses, mainly 
xylose, by the yeast Saccharomyces cerevisiae. Consequently, this project aimed to 
improve the efficiency of two transporters, the HxtB of Aspergillus niger and Gxf1 of 
Candida intermedia through the introduction of random mutations via error prone 
PCR. With this technique, 119 clones of Gxf1 and 87 clones of HxtB were generated 
in the S. cerevisiae EBY VW.4000 strain which has all of its transporters deleted 
except those for maltose. These clones were evaluated for the transport of xylose 
and other sugars at different concentrations by drop out assays, and those, which 
showed the best growth results in comparison with the controls (strains with the wild 
type transporters), was evaluated by growth curves in liquid medium. It has been 
observed that for clones with improved phenotypes for xylose transport, the inserted 
mutations are located in sugar transport domains. However, more in-depth structural 
studies must be performed to elucidate the real influence of each mutation. In 
addition, this project aimed at improving xylose consumption in haploid S. cerevisiae 
PE-2 JAY291 strains containing the HxtB and Gxf1 transporters as well as the 
plasmid pRH274 for xylose metabolism through mutagenization with 
ethylmethanesulfonate (EMS) and direct evolution. The evolution was made through 
successive culture of the mutants in culture media containing xylose in semi-
anaerobiosis and anaerobiosis, with evaluation of the growth of 23 clones. In this 
step, four clones were distinguished in the experiment, each one in a specific 
evolution condition, showing that the mutations inserted in the genome of each one 
resulted in different growth characteristics and consequently different xylose 
consumption. Although several research groups in Brazil, and mainly abroad, have 
been working on this subject, a microorganism fully adapted to the Brazilian 
conditions for the production of 2G ethanol from the xylose fermentation in an 
economically viable manner has not been obtained yet. These transporters, as well 
as the subsequent identification and validation of the genetic modifications of the 
evolved strains, will certainly contribute to the future rational genetic engineering of 
industrial yeast strains. 
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1 – INTRODUÇÃO 
 
Atualmente, as fontes de energias mais utilizadas são derivadas dos 
combustíveis fósseis, que são nocivos ao meio ambiente devido à emissão de 
compostos poluentes advindos de sua queima como, por exemplo, o dióxido de 
carbono, que representa aproximadamente 65% do total de gases responsáveis pelo 
efeito estufa (Hook e Tang, 2013). Além disso, diversas atividades também resultam 
na emissão destes gases, como é o caso da agricultura (24% das emissões), 
setores industriais (21%) e outras fontes (10%) (The Intergovernmental Panel on 
Climate Change IPCC, 2014). Desta forma, é de extrema importância que novas 
fontes renováveis de energia (biocombustíveis), mais sustentáveis e de menor 
impacto ambiental, sejam desenvolvidas a fim de gerar uma segurança no 
abastecimento energético necessário para a manutenção do crescimento 
populacional e econômico, sem prejudicar o meio ambiente (Goldemberg, 2008).  
O etanol surge neste cenário como uma alternativa ambientalmente 
correta para suprir as demandas energéticas. Neste contexto, em 1975, frente a 
constantes crises no fornecimento de petróleo, uma iniciativa governamental de 
incentivo à produção de etanol (Programa Nacional do Álcool, Pró-Álcool) 
determinou diretrizes e proveu investimentos que levaram o Brasil a ser um dos 
maiores produtores deste biocombustível através da fermentação do caldo extraído 
da cana-de-açúcar (cana). Atualmente, o Brasil é o maior produtor desta cultura com 
8,83 milhões de hectares plantados e 647,63 milhões de toneladas a serem colhidas 
na safra de 2017/2018, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 
2017). 
Apesar destes números, o Brasil ocupa a segunda colocação na produção 
mundial de etanol, atrás dos Estados Unidos (Renewable Fuels Association, 2016) 
que produzem este biocombustível através do amido dos grãos de milho, sendo 
necessária uma etapa de conversão deste polissacarídeo em açúcares 
fermentescíveis, o que diminui o rendimento de seu processo. Além disso, outras 
questões como os custos com insumos industriais, as enzimas e a energia 
necessária para produzir etanol a partir do milho, o torna menos atrativo que o 
brasileiro. Apesar de ambos os biocombustíveis mitigarem as emissões de gases 
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poluentes quando comparados com os combustíveis fósseis, o etanol brasileiro 
possui um balanço energético mais interessante, pois para cada unidade energética 
gasta para se produzir o etanol a partir da cana, são geradas 9,3 unidades, 
enquanto que o etanol americano apresenta um balanço menos eficiente, uma vez 
que para cada unidade gasta, gera-se somente 1,3 unidades (Pimentel e Patzek, 
2005; Goldemberg, 2008).  
O Brasil pode ser o maior produtor mundial de etanol devido à grande 
abundância de matéria prima disponível e por possuir um processo de produção 
mais competitivo em comparação ao americano. Entretanto, para atingir este 
objetivo e aumentar a produção nacional, uma alternativa seria expandir as 
fronteiras agrícolas para aumentar a produção de cana e, por consequência, a 
produção deste biocombustível. Contudo, esta estratégia poderia ser nociva ao meio 
ambiente, em virtude ao modo como a expansão das áreas cultivadas é feita no 
Brasil, quase sempre em detrimento de áreas de vegetação nativa. Tendo isso em 
vista, é de extrema importância otimizar os processos de produção de etanol para 
que o aumento de sua produção não ocorra somente baseado no aumento da oferta 
de matéria prima.  
Desta forma, uma alternativa seria a produção do denominado etanol de 
segunda geração (2G), que no Brasil é feito a partir da fermentação dos açúcares da 
parede vegetal da cana. Atualmente, o etanol de primeira geração (1G) é produzido 
pela fermentação do caldo da mesma, mas os subprodutos deste processo como o 
bagaço, palha, melaço, torta de filtro e vinhaça também possuem potenciais a serem 
explorados. Embora o bagaço e a palha não sejam desperdiçados pelas usinas e 
possam ser aproveitados para a produção de energia elétrica, adubação do solo ou 
como suplemento em rações animais (Matsushika et al., 2009), inúmeros estudos 
vêm sendo realizados para utilizá-los na produção do etanol 2G. O processamento 
de uma tonelada de cana gera cerca de 270-280 quilogramas de bagaço e 140 
quilogramas de outros resíduos como a palha e folhas (Canilha et al., 2012). Como 
já se sabe, a composição de cada tipo de biomassa é variável, mesmo que advindas 
da mesma planta. O bagaço da cana é constituído por aproximadamente 45% de 
celulose, 25% de hemicelulose e 20% de lignina, enquanto que a palha é composta 
por cerca de 40% de celulose, 35% de hemicelulose e 10% de lignina, e ambos 
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apresentam pequenas quantidades de outros componentes  (Lin e Tanaka, 2006; 
Ragauskas et al., 2006; Pereira et al., 2015). 
Um estudo realizado por Milanez  e colaboradores (2015) mostrou que, 
em condições ideais, poderiam ser produzidos 456 milhões de litros de etanol 2G 
por ano/usina, o que representaria um aumento de aproximadamente 50% na 
produtividade deste biocombustível em relação aos parâmetros atuais. Apesar dos 
números e perspectivas serem promissores, existem alguns entraves 
biotecnológicos que precisam ser solucionados para tornar a produção do etanol 2G 
economicamente competitiva, como na etapa da fermentação dos açúcares 
derivados da parede celular. A Saccharomyces cerevisiae, principal levedura 
utilizada na produção de etanol 1G, fermenta glicose, entretanto, não é capaz de 
fermentar a xilose (pentose), que é o açúcar mais abundante proveniente da 
degradação da hemicelulose da cana e de outras biomassas vegetais (Kuyper et al., 
2005; Hector et al., 2008). A fermentação dos açúcares da biomassa está 
diretamente relacionada com o custo final do etanol 2G (Mussatto et al., 2010; 
Tesfaw e Assefa, 2014), evidenciando a importância de se investir no 
desenvolvimento deste processo. 
Diversos estudos visando solucionar o problema do metabolismo de 
xilose foram realizados, a maioria envolvendo a expressão heteróloga de alguns 
genes da via de metabolização deste açúcar e a superexpressão de genes 
endógenos de S. cerevisiae (Kuyper et al., 2005; Hahn-Hägerdal et al., 2006; Van-
Vleet et al., 2009; Demeke et al., 2013). Mesmo com inúmeras modificações 
genéticas realizadas neste microrganismo por diferentes grupos, o consumo deste 
açúcar ainda é realizado de forma inferior ao consumo de glicose. Isto ocorre, dentre 
outros fatores, devido a ineficiência do transporte de pentoses pelos transportadores 
de S. cerevisiae possui, que possuem maior afinidade pela glicose. Além disso, 
quando há disponibilidade de hexoses e pentoses para serem metabolizadas 
concomitantemente, a levedura sofre um processo de repressão catabólica por 
carbono desencadeado pelas hexoses e seu metabolismo é direcionado para o 
consumo destes açúcares, em detrimento dos demais (Fonseca et al., 2011; 
Gonçalves et al., 2014). 
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Atualmente, não há descrito na literatura nenhum transportador de xilose 
cuja afinidade e eficiência por este açúcar seja similar à por glicose (Apel et al., 
2016). Sendo assim, a prospecção de transportadores mais específicos para xilose e 
tentativas de melhoria dos já conhecidos, podem ser alternativas para vencer o 
gargalo de consumo deste açúcar por cepas de S. cerevisiae modificadas 
geneticamente (Apel et al., 2016). Neste sentido, o presente projeto visou melhorar a 
capacidade de transporte dos transportadores HxtB de Aspergillus nidulans e Gxf1 
de Candida intermedia, previamente descritos na literatura por Dos Reis e 
colaboradores (2013) e Fonseca e colaboradores (2011), respectivamente, por 
inserção de mutações aleatórias em seus genes. Esta técnica propiciou a criação de 
uma coleção de mutantes que tiveram suas características de transporte alteradas. 
Entretanto, somente modificações genéticas como a inserção dos genes 
da via metabólica da xilose em S. cerevisiae (incluindo transportadores), não é 
suficiente para torná-la capaz de fermentar eficientemente este açúcar (Moysés et 
al., 2016). Sabe-se que outras modificações em seu metabolismo também devem 
ser realizadas e, muitas delas, ainda não são conhecidas. Por isso, é imprescindível 
que se utilize abordagens moleculares que permitam a inserção e seleção de 
mutações aleatórias e benéficas ao metabolismo que se deseja melhorar, sem a 
necessidade do conhecimento prévio de todos os genes e localidades no genoma 
em que as mesmas devam ser inseridas. Neste projeto, a fim de se aplicar este 
conceito, foram realizadas etapas de evolução dirigida para o consumo e 
metabolização de xilose em cepas de S. cerevisiae já previamente modificadas 
geneticamente contendo a via de metabolização deste açúcar, bem como os 
transportadores para o mesmo. Ambas as abordagens utilizadas neste projeto 
objetivaram auxiliar na resolução dos entraves biotecnológicos mencionados, tanto 
pelo estudo do transporte de xilose pelos transportadores modificados, quanto pela 
geração de uma cepa metabolicamente evoluída capaz de fermentar xilose. Estes 
conhecimentos poderão ser utilizados para modificações genéticas racionais de 
transportadores e do arcabouço genético de leveduras industriais.  
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2 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 – Uma breve história dos combustíveis fósseis e do etanol no 
Brasil 
 
A utilização de combustíveis fósseis como o carvão e posteriormente o 
petróleo e seus derivados, certamente foi o principal alicerce do desenvolvimento 
industrial e tecnológico dos últimos séculos (Ngô e Natowitz, 2009). Como se sabe, 
a compactação e degradação da matéria orgânica por longos períodos é 
responsável pela formação do petróleo e outros compostos. Como este processo é 
extremamente lento e necessita de condições específicas para ocorrer, pode-se 
dizer que esta fonte energética não é renovável, uma vez que seriam necessários 
milhões de anos para que a mesma se formasse (Ungerer, 1990).  
No Brasil, o início do seu uso data do século XVIII quando a coroa 
portuguesa, recém instalada no Rio de Janeiro, ordenou a iluminação da cidade por 
meio de lamparinas que utilizavam a queima do óleo. Já no começo do século XIX, 
após a independência do Brasil, os poços de petróleo que aqui se encontravam 
foram transferidos para o novo governo brasileiro (Vaitsman, 2001). A partir do final 
deste século, com o advento do fracionamento do petróleo e sua utilização cada vez 
mais intensa em motores a explosão, o governo passou a se preocupar com a 
regulamentação deste setor. No século XX foram criadas as primeiras leis referentes 
a este segmento energético que havia ganhado força no cenário nacional e mundial, 
mostrando sua enorme importância econômica e política. A consequência desta 
regulamentação foi a criação da empresa estatal responsável por sua prospecção e 
comercialização, a Petrobras (Draibe, 1985). 
Com o grande aumento populacional iniciado após a segunda guerra 
mundial, a demanda por combustíveis fósseis ficou cada vez maior, e as 
consequências deste fenômeno começaram a ficar mais visíveis. Dentre elas, pode-
se citar o aumento da temperatura global que ocasiona diversos danos ao meio 
ambiente (Mitchell, 1989; The Intergovernmental Panel on Climate Change IPCC, 
2014). Diante disso, a comunidade científica vem se empenhando para buscar 
novas fontes de energia que sejam renováveis e ambientalmente corretas. 
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Neste cenário, o etanol surge como uma alternativa ao uso dos 
combustíveis fósseis. No Brasil, este biocombustível é produzido pela fermentação 
alcoólica de hexoses provenientes do caldo extraído da cana. Entretanto, nem 
sempre esta matéria prima foi utilizada para esta finalidade. Na era colonial (início do 
século XVII), diversos engenhos foram instalados nas capitanias hereditárias 
estabelecidas pela coroa portuguesa com a finalidade de se produzir açúcar visando 
a exportação para Europa, onde era considerado uma iguaria, com alto valor 
agregado. Apesar de existirem diversas pequenas produções de aguardente e 
outros produtos provenientes do caldo da cana, sua principal utilização por anos foi 
a produção de açúcar (Schwartz, 2005).  
Em 1920, esforços realizados pelo extinto Instituto de Açúcar e Álcool 
(IAA) e pela Escola Superior de Agricultura Luíz de Queiroz (ESALQ) culminaram 
por estabelecer uma tecnologia para produção de etanol em larga escala, que a 
partir da década de 70 ganhou expressividade nacional como combustível. Isso 
porque em 1973 houve um embargo de venda e distribuição de petróleo por parte 
dos países pertencentes a OPEP (Organização dos Países Exportadores de 
Petróleo), desencadeado pelo apoio americano a Israel na guerra de Yom Kipur 
contra a coalização de estados árabes liderados por Egito e Síria. Com a 
consequente alta do barril do petróleo e a instabilidade política dos países 
produtores, o governo brasileiro lançou o Projeto Nacional do Álcool (Pró-Álcool) 
pelo decreto nº 76.593 de 14 de novembro de 1975. Este projeto foi assinado pelo 
ex-presidente Ernesto Geisel e tinha como objetivo a substituição dos combustíveis 
veiculares derivados de petróleo pelo etanol brasileiro. 
Uma vez que o Brasil já havia adquirido experiência no cultivo e 
processamento da cana, agora, em vez do caldo ser utilizado para produção de 
açúcar, ele começou a ser massivamente fermentado a etanol. Entretanto, apesar 
do apoio governamental, o projeto ruiu à medida que os conflitos geopolíticos dos 
países pertencentes a OPEP foram sendo resolvidos. Após a extinção do Pró-Álcool, 
o Brasil continuou a produzir e consumir este combustível e, atualmente, é o 
segundo maior produtor mundial, atrás apenas dos Estados Unidos, com produções 
de 27,25 e 59 bilhões de litros, respectivamente (http://www.unica.com.br; 
Renewable Fuels Association, 2016). 
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Como já mencionado, é necessária a substituição, ao menos em parte, 
dos combustíveis fósseis por alguma fonte renovável de energia. Caso esta fonte 
seja o etanol brasileiro, sua produção deve ser aumentada para suprir a demanda 
energética. Para que isto seja alcançado, uma das soluções é a utilização total do 
potencial fermentescível da cana, que engloba não só a fermentação de seu caldo, 
como também a utilização dos outros açúcares que compõe sua biomassa vegetal 
que, se fermentados, dão origem ao etanol 2G. Este biocombustível pode 
representar um aumento na produção de etanol total de até 50% (Milanez et al., 
2015). 
2.2 – Biomassa lignocelulósica 
 
A composição da biomassa vegetal é bastante variável entre as diferentes 
espécies de plantas, pois ela dita o fenótipo estrutural que cada planta apresentará. 
Desta forma, plantas que necessitam de maior rigidez possuem uma composição 
diferente daquelas cujas estruturas são mais flexíveis, apesar dos componentes que 
as constituem serem praticamente os mesmos. Observa-se também uma variação 
entre diferentes estruturas e tecidos em plantas da mesma espécie, mostrando a 
grande variedade de biomassas que podem ser encontradas. O bagaço, por 
exemplo, possui em sua composição 45% de celulose, 25% de hemicelulose e 20% 
de lignina, enquanto que a palha é composta por cerca de 40% de celulose, 35% de 
hemicelulose e 10% de lignina, e ambos apresentam pequenas quantidades de 
outros componentes (Lin e Tanaka, 2006; Ragauskas et al., 2006; Pereira et al., 
2015). 
A celulose é um polissacarídeo estruturado composto somente por 
monômeros de glicose, que se conectam por meio de ligações glicosídicas β-1,4 
formando cadeias polissacarídicas que interagem entre si por meio de ligações de 
hidrogênio, forças de van der Walls e por interações hidrofóbicas, constituindo as 
microfibrilas. Este biopolímero é o mais abundante da terra, o principal constituinte 
da biomassa vegetal (Dashtban et al., 2009), e por possuir estrutura cristalina, é 
bastante recalcitrante. Em termos enzimáticos, a celulose é degrada pela ação 
principal de três classes de enzimas, as β-1,4 endoglucanases, celobiohidrolases ou 
exoglucanases e as β-glicosidades. Primeiramente, as β-1,4 endoglucanases atuam 
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nas regiões não cristalinas da microfibrila da celulose, denominadas de regiões 
amorfas, gerando extremidades redutoras. Já as celobiohidrolases ou exoglucanses 
removem as unidades de celobiose do polissacarídeo através das extremidades 
geradas e, por fim, as β-glicosidades fazem a clivagem destes dissacarídeos em 
monômeros de glicose (Canilha et al., 2012). 
A hemicelulose, diferentemente da celulose, é um biopolímero constituído 
de diversos monômeros como glicose, xilose, galactose, manose, arabinose e 
ácidos urônicos. Sua estrutura é altamente ramificada e, de acordo com sua 
composição monomérica, pode ser denominada de manano, xilano ou galactano 
(Scheller e Ulvskov, 2010). A ligação entre os monômeros é feita através de ligações 
glicosídicas 1,3; 1,6 e 1,4, mais fracas que as ligações encontradas na celulose, 
tornando a hemicelulose menos rígida e mais hidrofílica, portanto mais fácil de ser 
clivada (Babel et al., 2007). 
Por fim, o terceiro polímero que compõe a biomassa vegetal da cana é a 
lignina que atua ligando e conectando os componentes da parede celular. A lignina é 
composta por resíduos de siringil, parahidroxifenil e p-cumaril, que são derivados 
das vias de biossíntese do aminoácido fenilalanina e, juntamente com a 
hemicelulose, forma uma matriz amorfa na qual as fibras de celulose se encontram 
ancoradas e protegidas contra a degradação (Adsul et al., 2011).  
 
2.3 – Etanol de segunda geração (2G) 
 
Como já mencionado, este biocombustível é proveniente da fermentação 
dos açúcares presentes nas diferentes biomassas vegetais, tais como os resíduos 
agrícolas e industriais (palha de milho e trigo e bagaço de cana), que não são 
aproveitados para alimentação humana e, portanto, não geram entraves sociais no 
que tange a sua utilização (Stephen e Columbia, 2012). O Brasil é o maior produtor 
mundial de cana, com uma estimativa de 647 milhões de toneladas a serem colhidas 
na safra 2017/18 (1,5% menor que a safra 2016/17) (Conab, 2017) e tem-se que a 
cada tonelada, é gerado aproximadamente 270-280 quilogramas de bagaço (Canilha 
et al., 2012). O bagaço de cana vem sendo utilizado como matéria prima para 
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queima visando a geração de eletricidade nas usinas e como suplemento de rações 
animais. Apesar isso, é de interesse industrial que este resíduo, juntamente com a 
palha, seja aproveitado para a produção do etanol 2G. Para reafirmar a importância 
deste biocombustível, um estudo realizado por Milanez e colaboradores (2015) no 
qual foi considerado um cenário ideal de aproveitamento dos açúcares da biomassa 
vegetal da cana, mostrou que poderiam ser produzidos 456 milhões de litros de 
etanol adicionais por ano/usina, levando a um aumento de aproximadamente 50% 
na produtividade em relação aos parâmetros atuais. 
Para a produção do etanol 2G são necessárias três etapas principais: pré-
tratamento da biomassa, sacarificação e fermentação dos açúcares liberados (Balat, 
2011). Apesar da grande disponibilidade de matéria prima, o mesmo ainda não se 
tornou uma realidade no Brasil devido ao alto custo de produção e a necessidade de 
se vencer barreiras biotecnológicas importantes como a liberação dos açúcares da 
parede celular vegetal e a fermentação da xilose (Milanez et al., 2015). Até o 
presente momento, apenas duas usinas brasileiras produzem o etanol 2G em escala 
industrial, a GranBio/Beta Renewable/Chemtex e a Raízen (UNCTAD, 2016).  
 
2.3.1 – Pré-tratamento 
 
O pré-tratamento é o primeiro passo na produção do etanol 2G, e nesta 
fase há a desconstrução de uma parte dos polissacarídeos que compõe a estrutura 
complexa do material lignocelulósico, e uma diminuição na recalcitrância do mesmo. 
Esta etapa pode ser realizada por meio de métodos físicos (i), químicos (ii), físico-
químicos (iii) e biológicos (iv) (Limayem e Ricke, 2012). Alguns pré-tratamentos 
físicos (i) são os que utilizam micro-ondas, fragmentação mecânica e explosão a 
vapor. O primeiro consiste, como o próprio nome diz, na aplicação de micro-ondas 
no bagaço que tem por consequência o aumento de sua temperatura interna devido 
a agitação das moléculas de água, levando a sua desconstrução (Li et al., 2016). 
Esta técnica vem sendo utilizada desde a década de 70, mas possui diversas 
limitações, como o alto custo dos equipamentos que emitem esta radiação, falta dos 
mesmos em escala adequada e aquecimento desigual da biomassa. Apesar disso, 
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se estes problemas fossem solucionados, sua utilização seria mais expressiva por 
se tratar de uma técnica limpa e eficiente (Li et al., 2016).  
Já o pré-tratamento físico por fragmentação mecânica consiste na 
utilização de técnicas que promovem a quebra da biomassa em pequenos pedaços, 
diminuindo a cristalinidade da celulose e de seu grau de polimerização, aumentando 
a superfície de contato e tornando-a mais acessível aos processos seguintes. Pode-
se citar como exemplos o moinho-de-bolas (Rivers et al., 1987), compressão 
(Tassinari, et al., 1977; Ryu et al., 1982), moagem Pan (Zhang et al., 2007), além de 
outros tipos de moagem como a coloidal, por martelos e de dois rolos (Alvira et al., 
2010).  
Por fim, a explosão a vapor do bagaço consiste na aplicação de altas 
temperaturas e pressão sob este resíduo, que fazem com que a água contida em 
seu interior se expanda abruptamente quando a pressão é retirada, desconstruindo 
suas fibras (Canilha et al., 2012). Esta técnica é normalmente utilizada juntamente 
com outras abordagens como explicitado abaixo. Apesar da grande variedade de 
técnicas, nenhuma delas é tão eficiente quanto os pré-tratamentos que utilizam 
químicos, que por sua vez são mais onerosos que os demais. 
Os pré-tratamentos químicos (ii) fazem uso de ácidos orgânicos e 
inorgânicos como agentes catalíticos do processo de desconstrução. A utilização 
destes ácidos, na forma concentrada, afrouxa as fibras que constituem a biomassa, 
facilitando sua degradação em monômeros fermentescíveis nas etapas seguintes, 
mas também resulta na liberação de compostos inibidores do processo fermentativo 
(Rabemanolontsoa e Saka, 2016). Devido à grande toxicidade dos ácidos 
inorgânicos (ácido sulfúrico, clorídrico, fluorídrico, fosfórico e nítrico), foram 
desenvolvidos novos processos de pré-tratamentos químicos, mas com os mesmos 
diluídos, no qual a temperatura da reação é aumentada de forma a garantir a boa 
eficiência do processo. Adicionalmente, novas técnicas de se pré-tratar a biomassa 
foram criadas utilizando-se ácidos orgânicos (ácido maléico, succínico, oxálico, 
fumárico, dicarboxílico e o acético), que não são tão corrosivos quanto os ácidos 
inorgânicos, aumentando a vida útil dos equipamentos e demandando menos 
energia de recuperação para não serem liberados no meio ambiente 
(Rabemanolontsoa e Saka, 2016).  
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Outro tipo de pré-tratamento químico é o alcalino, que utiliza bases e 
pode ser conduzido a menores temperaturas e pressão, gerando uma menor 
deterioração de maquinário. Entretanto, necessita de mais tempo de atuação, pois 
ocasiona uma menor desconstrução dos polissacarídeos em comparação à 
utilização dos ácidos (Bali et al., 2014). Assim como a hidrólise ácida, este pré-
tratamento necessita da recuperação dos compostos químicos utilizados, sendo 
necessário um gasto adicional de energia e recursos para esta etapa. Por fim, os 
métodos físico-químicos (iii) são empregados para aumentar ainda mais a 
desconstrução da biomassa. O mais utilizado é o de explosão a vapor combinado 
com a utilização de alguns ácidos (como o sulfúrico) (Talebnia et al., 2010). 
Já os pré-tratamentos biológicos (iv) são aqueles que fazem uso de 
microrganismos e de seu arsenal enzimático. Existem relatos da utilização específica 
de certas espécies de fungos, como é o caso do Pleurotus ostreatus, utilizado para o 
pré-tratamento da palha de arroz e trigo (Taniguchi et al., 2005). Este tipo de pré-
tratamento possui algumas vantagens sobre os demais como, por exemplo, a menor 
necessidade de energia, a não utilização de compostos químicos nocivos ao meio 
ambiente e condições mais brandas de temperatura. Entretanto, o tempo deste 
processo é demasiadamente longo, podendo alcançar semanas de duração, o que 
limita sua utilização nos processos industriais (Sun et al., 2004). 
 
2.3.2 – Sacarificação 
 
A sacarificação da biomassa vegetal é a etapa posterior ao pré-
tratamento, e é nela em que os polissacarídeos complexos são clivados mediante a 
utilização de coquetéis enzimáticos para a liberação dos monômeros. As enzimas 
utilizadas podem ser divididas em 3 grupos: celulases, como as endoglucanases e 
celobiohidrolases; as hemicelulases, endo-β-xilanases, β-xilosidases, acetil-xilano 
esterases, α-L-arabinofuranosidases, feruloil-esterases e p-coumaroil esterases, as 
oxidases, lacases, peroxidases, desidrogenases e celobiohidrolases. Todas são 
provenientes de microrganismos que fazem a desconstrução do material 
lignocelulósico para, dentre outras finalidades, obter os nutrientes necessários para 
seu desenvolvimento.  
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Um dos microrganismos mais importantes no que se refere à capacidade 
de degradar a celulose é o fungo filamentoso Trichoderma reesei, descoberto em 
meados de 1950 colonizando e degradando barracas militares feitas de algodão 
(Mohanram et al., 2013). Seu arsenal enzimático é até hoje estudado com o intuito 
de se prospectar enzimas de interesse biotecnológico. É razoável se pensar que 
cada espécie de fungo ou microrganismo produz diferentes enzimas 
hidrolíticas/oxidativas e com funções distintas. Por exemplo, os fungos filamentosos 
do gênero Aspergillus (A. niger e A. fumigatus), o Fusarium oxysporium e o 
Piptoporus betulinus têm uma maior atividade de β-glicosidases e baixa atividade de 
endoglucanases, enquanto que o T. reesei tem maior atividade de endo e 
exoglucanases, com baixa atividade de β–glicosidases (Mohanran et al., 2013; Li et 
al., 2016). Assim, as diferenças entre o conteúdo de enzimas que cada 
microrganismo possui ditam os mecanismos utilizados para degradar a biomassa.  
A maioria das enzimas produzidas para fins comerciais são provenientes 
de sistemas de fermentação líquida, os quais utilizam fungos como microrganismos 
produtores (Mohanram et al., 2013). Alguns coquetéis comercializados atualmente 
são: Celluclast, Cellic® CTec3, SpecZyme CT, Novozyme 188, Cytolase CL e 
Acellerase (Fenilla e Shastri, 2016). Diversos estudos vêm tentando maximizar a 
produção e utilização de enzimas no processo de produção do etanol 2G devido ao 
impacto que este insumo representa no custo final do produto. Baseado no preço 
das enzimas no mercado no ano de 2016, têm-se que para cada galão de etanol 
produzido, pode-se gastar até U$ 2,71 dólares em enzimas, o que equivale a 48% 
do preço deste biocombustível. Uma forma de baratear o processo é a sua produção 
on site e também a otimização da quantidade necessária. Estudos econômicos in 
silico indicam que para certos casos avaliados, o preço da enzima poderia chegar a 
uma média de U$ 0,50 dólares por galão de etanol, caso a mesma fosse produzida 
na própria usina (on site) e tivesse sua concentração de utilização otimizada (Liu et 
al., 2016). 
 




Esta etapa da produção do etanol 2G é um dos principais gargalos 
econômicos e biotecnológicos, e pode ser realizada por quatro abordagens 
industriais distintas. Quando a hidrólise do material lignocelulósico ocorre em dornas 
separadas da fermentação, o processo é denominado de SHF (Separate Hydrolisis 
and Fermentation), e é possível aplicar as condições ótimas de temperatura e pH 
para que cada etapa ocorra com sua máxima eficiência. Além disso, há a 
possibilidade de reciclar as leveduras ao final da fermentação. Entretanto, o SHF é 
um processo mais oneroso economicamente em comparação as demais técnicas, 
devido ao maior número de dornas que devem ser utilizadas e pelo fato de haver 
inibição enzimática por produto final exercida pelas hexoses sob as enzimas 
(Bengtsson et al., 2006; Olofsson et al., 2008).  
Neste sentido, a taxa de conversão da glicose em etanol pode ser 
maximizada se as duas etapas do processo forem realizadas simultaneamente. Isto 
porque, como já mencionado, há a inibição do produto da hidrólise (glicose e 
celobiose) sobre as enzimas e se o processo de fermentação for acoplado ao de 
sacarificação, a glicose seria imediatamente utilizada pelas leveduras e não 
influenciaria negativamente as enzimas lignocelulolíticas (Olofsson et al., 2008). 
Portanto, os outros dois métodos fermentativos que são denominados de SSF 
(Simultaneous Sacharification and Fermentation) e SSCF (Simultaneous 
Sacharification and Co-fermentation) aplicam este conceito de realizar a 
sacarificação e a fermentação de forma concomitante na mesma dorna. Apesar 
disso, eles possuem diferenças na recuperação e separação das hexoses e 
pentoses, que são fermentadas separadamente e por diferentes leveduras no 
processo SSF, enquanto que no SSCF são fermentadas no mesmo local e com a 
mesma levedura (ou um pool de leveduras). Nestes dois tipos de fermentação, o 
tempo total do processo é reduzido e o problema da inibição enzimática pelo produto 
final da degradação é mitigado, e as vantagens econômicas poderiam chegar até em 
20% de redução de custos em comparação com a SHF (Wingren et al., 2003; 
Olofsson et al., 2008). Entretanto, devido a necessidade de condições muito 
específicas de temperatura e pH para que as enzimas funcionem de maneira 
adequada, dentre outros fatores, é necessário que o processo como um todo seja 
otimizado para ser factível de uso industrial. 
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Por fim, o método consolidado de produção do bioetanol (Consolidated 
Bioprocessing for bioethanol Production, CBP) surge como um dos mais 
promissores. Neste caso, basicamente há a união de todas as etapas de produção 
deste biocombustível, desde a produção enzimática para degradação da biomassa 
já pré-tratada, até a fermentação das hexoses e pentoses liberadas em uma única 
dorna. Estudos recentes indicam que esta técnica possibilitará uma grande redução 
dos custos, tornando o etanol 2G economicamente mais atrativo (Zyl et al., 2007; Liu 
et al., 2015). 
Atualmente, a maioria das usinas que produzem etanol 2G utilizam a 
SHF, e estima-se que 31% do custo final deste biocombustível esteja relacionado a 
esta etapa (Mussatto et al., 2010), evidenciando a importância de se investir no 
desenvolvimento deste processo. Como já se sabe, a composição da celulose é de 
monômeros de glicose que são facilmente convertidos a etanol pela S. cerevisiae, 
enquanto que a hemicelulose da cana é composta majoritariamente por monômeros 
de xilose, que não são fermentados por esta levedura. Isto ocorre principalmente 
devido às limitações metabólicas que esta levedura possui (Li et al., 2015), como a 
baixa atividade de certas enzimas-chave para o processo de conversão a etanol e 
baixa expressão dos genes xyl1 (enzima xilose redutase – XR) e xyl2 (xilitol 
desidrogenase - XDH), que são responsáveis por codificarem as enzimas que 
transformam a xilose em xilulose (Ragauskas et al., 2006; Matsushika et al., 2009). 
Além da baixa expressão destes genes, outras enzimas importantes para a 
metabolização da xilose, como a xilulose quinase (XK), ribulose 5-fosfato 3-
epimerase (RPE), ribulose 5-fosfato isomerase (RPI), transquetolase (TKL) e 
transaldolase (TAL) possuem baixas atividades, impossibilitando que a xilulose seja 
fosforilada e inserida na via da pentose fosfato para posterior metabolização pela 
glicólise e consequente produção de etanol (Klimacek et al., 2014).  
Por fim, outro aspecto importante da incapacidade metabólica de 
conversão da xilose a xilulose é o desbalanço redox causado pelas enzimas XR e 
XDH, uma vez que a enzima XR tem maior afinidade pelo cofator NADPH e a XDH 
pelo NAD+. Estas especificidades fazem com que estes cofatores sejam depletados 
com respectivo acúmulo de NADP+ e NADH, levando a inatividade das enzimas e 
inibição das etapas seguintes da metabolização da xilose. Além disso, a 
regeneração dos mesmos depende do oxigênio que não está presente nas 
30 
 
fermentações que ocorrem em sua maioria em anaerobiose, reforçando ainda mais 
este desbalanço, que resulta no acúmulo de xilitol e baixa produção de etanol 
(Hahn-hägerdal et al., 2007; Kim et al., 2013). 
Entretanto, outros microrganismos metabolizam a xilose pela via da 
isomerização, que não possui o problema de desbalanço redox de cofatores e é 
encontrada principalmente em bactérias, plantas e alguns fungos filamentosos. Esta 
via compreende somente um passo metabólico realizado pela metal-íon-dependente 
xilose isomerase (XI: gene xylA; EC 5.3.1.5), na qual a D-xilose é isomerizada 
diretamente a D-xilulose, reduzindo a formação de xilitol (Matsushika et al., 2009; 
Zhou et al., 2012). 
Como o segundo açúcar mais abundante proveniente da degradação da 
biomassa é a xilose, diversos estudos vêm sendo realizados visando solucionar o 
problema de sua metabolização (Kuyper et al., 2005; Demeke et al., 2013; Farwick 
et al., 2014). Kuyper e seus colaboradores (2005) construíram uma cepa de S. 
cerevisiae geneticamente modificada contendo o xylA de Piromyces, e alguns genes 
endógenos superexpressos. Estas modificações possibilitaram que a levedura 
apresentasse melhoras nas taxas de conversão de xilose a etanol e de crescimento 
específico quando cultivada em um meio somente com esta fonte de carbono. 
Embora estes resultados tenham sido promissores, quando a cepa foi submetida a 
uma fermentação mista com xilose e glicose, a mesma apresentou o comportamento 
de inibição catabólica pela glicose, no qual o consumo de xilose foi baixo até que 
toda a glicose fosse consumida do meio.  
Como nem todas as modificações que de alguma forma são favoráveis ao 
consumo de xilose foram descritas, é interessante que, concomitante a estudos mais 
específicos como os citados acima, também sejam aplicadas técnicas que permitam 
a inserção e seleção de mutações em outras regiões do genoma que, a priore, ainda 
não foram relacionadas diretamente com o metabolismo deste açúcar. Por exemplo, 
Demeke e colaboradores (2013) submeteram uma cepa de S. cerevisiae contendo o 
xylA de Clostridium phytofermentans (CpXylA) a um ensaio de mutação aleatória 
mediante o uso do mutagênico etilmetanosulfonato (EMS), que resultou na obtenção 
de uma cepa com um aumento de 32% na produção de etanol proveniente da 
fermentação da xilose em comparação com a parental.    
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Apesar disso, tanto o metabolismo de xilose quanto o seu transporte 
necessitam ser mais estudados para que o processo de produção do etanol 
lignocelulósico se torne viável e economicamente competitivo. No que diz respeito 
ao transporte deste açúcar, ainda não há descrito na literatura um transportador cuja 
afinidade e eficiência de transporte de xilose seja similar ao de glicose. Sendo 
assim, a prospecção de transportadores mais específicos para xilose e que não 
sofram repressão catabólica por carbono se torna o principal gargalo no que diz 
respeito ao consumo e metabolização deste açúcar por cepas de S. cerevisiae (Apel 
et al., 2016).  
 
2.4 – Transportadores de xilose 
 
A S. cerevisiae possui 18 transportadores de hexoses (Hxt1-17 e Gal2) 
com menor afinidade pela xilose em comparação com a glicose (maiores valores de 
Km para xilose), transportando-a de maneira lenta, e aproximadamente 200 vezes 
menos eficiente que o transporte da glicose (Sedlak e Ho, 2004; Nijland et al., 2016). 
Estes transportadores podem ser divididos em três classes baseados em sua 
afinidade pela glicose (de baixa, média e alta afinidade), e desta forma, possibilita 
que o transporte deste açúcar seja realizado de forma eficaz em uma grande 
variedade de concentrações, maximizando o uso de sua fonte preferencial de 
carbono (Reifenberger et al., 1997). Devido a isto, existem diferentes níveis de 
expressão gênica para cada classe de transportador. Por exemplo, Hxt1 e Hxt3, que 
são classificados de baixa afinidade por glicose, apresentam uma elevada 
expressão gênica quando as concentrações de açúcar no meio são altas, enquanto 
que os transportadores Hxt2 e Hxt7 (alta afinidade) possuem uma elevada 
expressão somente em concentrações muito baixas (Nijland et al., 2016).   
Frente a isso, a prospecção de novos transportadores de xilose se torna 
importante, e é sensato que se foque em microrganismos que naturalmente 
possuam a habilidade de consumir este açúcar. Com o constante desenvolvimento 
de ferramentas de análise genômica, vários transportadores com afinidade por xilose 
foram testados em uma cepa de S. cerevisiae HXT-null, como é o caso dos Sut1, 
Sut2, Xut1, Xut3, Xut4, Stl12 e Sut3 de S. stipitis (Young et al., 2011; Young et al., 
2012), Gxs1 e Gxf1 de Candida intermedia (Leandro et al., 2006; Young et al., 
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2011), At5g59250 de Arabidopsis thaliana (Hector et al., 2008), An29-2 e An25 de 
Neurospora crassa (Du et al., 2010), XtrD de Aspergillus nidulans (Colabardini et al., 
2014), MgT05196 de Meyerozyma guilliermondii (Wang et al., 2015;  Li et al., 2016) 
e Str1-3 de T. reesei (Sloothaak et al., 2016), entre outros. 
Para exemplificar um trabalho recente de engenharia genética de 
transportadores visando a metabolização de xilose, cita-se o realizado por Sloothaak 
e colaboradores (2016). Neste estudo, foram analisados dados do proteoma de A. 
niger e de T. reesei por meio de um modelo oculto de Markov em busca de bons 
candidatos a transportadores de xilose, culminando na escolha de três 
transportadores para serem analisados de cada fungo, o XltA-C e Str1-3, 
respectivamente. Após realizarem uma série de melhorias em uma cepa de S. 
cerevisiae HXT-Null, os transportadores foram inseridos na mesma e foi observado 
por meio de ensaios de crescimento e por marcação isotópica da xilose que os 
transportadores XltA e XltB possuíam maior afinidade por xilose em comparação a 
glicose, e que o transportador Str3 era o menos inibido por este açúcar em casos de 
co-fermentação. Além disso, uma série de sequências proteicas que ditam a 
afinidade dos transportadores pela xilose foram analisadas, gerando conhecimentos 
para futuros engenheiramentos racionais de transportadores. 
Outros trabalhos focaram mais especificamente na melhoria dos 
transportadores de hexose endógenos da S. cerevisiae, como o caso do Hxt7 (Apel 
et al., 2016) e do Hxt1, Hxt36 e Hxt5 (Nijland et al., 2016). Nijland e colaboradores 
(2016) estudaram o mecanismo de degradação vacuolar dos transportadores 
mediante a sinalização por ubiquitinação, e foi observado que em meio sem glicose 
e com xilose, até mesmo os melhores transportadores de xilose perdiam a 
capacidade de fazer este transporte. Isso ocorre pois a glicose ainda é o açúcar que 
controla o turn-over destas proteínas, mostrando a necessidade de se bloquear este 
processo degradatório. Foi descoberto que a porção N-terminal destas proteínas 
eram susceptíveis a ubiquitinações de sinalização para degradação quando a 
glicose estava ausente do meio, e foram inseridas mutações nesta região que 
impediram sua ubiquitinação, e consequentemente sua degradação, fazendo com 
que eles permanecessem ancorados na membrana.  
Estes trabalhos são alguns dos exemplos que mostram o esforço da 
comunidade científica em obter um transportador de xilose, seja endógeno ou 
exógeno da S. cerevisiae, cuja afinidade por este açúcar seja similar a afinidade que 
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transportadores de hexose possuem pela glicose, bem como buscar por 
transportadores que não sejam inibidos pela presença da glicose. Como ainda não 
foi encontrado ou obtido um transportador de xilose com todas estas características, 
este trabalho focou na tentativa de melhoria de dois transportadores já anteriormente 
descritos na literatura com alguma capacidade de transporte de xilose, o HxtB de A. 
nidulans e o Gxf1 de C. intermedia. 
O HxtB de A. nidulans foi descrito por Dos Reis e colaboradores em 2013, 
que primeiramente fizeram um alinhamento de diversas sequências de 
transportadores já conhecidos por transportarem xilose contra o genoma do A. 
nidulans. Os quatro melhores hits obtidos (HxtB-E) foram analisados e possuíam de 
500 a 600 aminoácidos, com 12 porções transmembrânicas que o ancoram na 
parede celular do fungo. Estas proteínas foram caracterizadas quanto ao transporte 
de xilose clonando seus respectivos genes em uma cepa de S. cerevisiae HXT-Null, 
onde foi verificada a capacidade de transporte de xilose pelo HxtB. Seu tamanho é 
de 566 aminoácidos, e análises de motifs mostraram que este transportador é similar 
aos sensores de glicose Snf3p e Rgt2p de S. cerevisiae. Mais recentemente, foi 
demonstrado que o HxtB desempenha um papel de sinalização na cascata de 
repressão catabólica por carbono na presença de glicose (Dos reis et al., 2017).  
O transportador Gxf1 de C. intermedia foi descrito por Leandro  e 
colaboradores em 2006, baseado na observação que a cepa PYCC 4715 crescia 
muito bem em meio contendo xilose. Foi observado que este fungo utilizava duas 
abordagens distintas para fazer o transporte deste açúcar, a primeira por difusão 
facilitada com transportadores de baixa afinidade, e a segunda baseada em um 
simporte de alta afinidade. Após isolado, o Gxf1 mostrou-se um facilitador do 
transporte de xilose muito similar aos transportadores de Sut1-3 de S. stipitis, que é 
uma levedura conhecida por consumir e metabolizar este açúcar com grande 
facilidade.  
Após análises in silico, foi observado que o mesmo possui 12 hélices 
transmembrânicas, assim como o HxtB, e 547 aminoácidos, sendo 452 deles um 
motif de transporte de açúcares. Este transportador é um dos mais eficientes em 
comparação com os transportadores heterólogos que já foram testados em cepas de 
S. cerevisiae isogênicas, permitindo que elas crescessem em baixas concentrações 
deste açúcar. Quando inserido em uma cepa laboratorial de S. cerevisiae e não 
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isogênica, com um background genético que possibilita a metabolização de xilose, a 
cepa mostrou um consumo de 88% de todo açúcar do meio. Mas, por ser um 
transportador de baixa afinidade, o crescimento e produção de etanol da cepa 
contendo este transportador foi melhor em meios cuja concentração de xilose era 
menor, não mostrando alterações significativas mediante ao aumento desta 
concentração (Runquist et al., 2009;  Runquist et al., 2010; Fonseca et al., 2011). 
 
2.5 – Evolução dirigida 
 
Para que uma cepa de S. cerevisiae seja construída com a finalidade de 
fermentar xilose a etanol, é necessária uma grande quantidade de modificações e 
ajustes em seu metabolismo. Algumas dessas modificações já foram elucidadas em 
trabalhos anteriores, como mutações em regiões específicas de transportadores e 
mutações em genes de algumas vias metabólicas, como a via das PPP (ciclo das 
pentoses fosfato) e de outros genes envolvidos na metabolização deste açúcar. 
Entretanto, nem todos os genes e enzimas que de alguma forma se relacionam com 
este processo foram elucidados. Por este motivo, técnicas que permitem a inserção 
e a seleção de mutações aleatórias no genoma do microrganismo e que promovam 
o fenótipo buscado são importantes.  
Neste sentido, uma abordagem amplamente utilizada é a de evolução 
dirigida, que se baseia na capacidade natural de evolução e adaptação que os 
microrganismos possuem ao longo de suas gerações (Shin et al., 2015; Li et al., 
2016; Apel et al., 2016; Nijland et al., 2017). No caso da fermentação da xilose pela 
levedura, cultiva-se o microrganismo em meios com pressões seletivas relacionadas 
ao fenótipo desejado de consumo e metabolização deste açúcar, que guiam a 
evolução das leveduras ao longo das gerações. Ao final do processo, avalia-se se as 
características desejadas foram melhoradas e quais mutações foram inseridas e 
selecionadas para se atingir aquele resultado. 
Wang e colaboradores em 2015 utilizaram esta técnica para construir uma 
cepa de S. cerevisiae cuja capacidade de fermentação da xilose a etanol foi 
melhorada. Neste trabalho, o transportador An25 de Neurospora crassa, identificado 
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por ser um transportador unicamente de xilose, foi inserido em uma cepa de S. 
cerevisiae que passou a ter um pequeno crescimento no meio contendo este açúcar. 
Foi realizada a evolução dirigida com a qual conseguiram obter 7 clones, dentre 
aproximadamente dez mil avaliados, com crescimento e transporte de xilose 
superiores ao transportador selvagem. Estes clones foram re-submetidos ao 
processo de evolução (com xilose como única fonte de carbono) e ao final foram 
escolhidos os 2 melhores para serem caracterizados mais profundamente. O clone 
An25-R3-65 obteve um Vmax para transporte de xilose de 12,9 µmol/h/g com uma 
pequena inibição pela glicose, enquanto que o clone An25-R4-18 obteve um menor 
Vmax de 6,5 µmol/h/g, ambos valores superiores ao da cepa que não passou por 
nenhum processo de evolução ou melhoria, e também sem se observar a inibição 
catabólica pela glicose. 
Outro trabalho, realizado por Li e colaboradores em 2016, também utilizou 
a evolução dirigida para melhorar uma cepa com modificações genéticas prévias em 
genes que se relacionam com a utilização da xilose . Esta cepa, denominada de 
BSN3, foi submetida a diversos rounds de evolução em meios de cultura contendo 
somente xilose como fonte de carbono. Ao final, a mesma teve seu tempo de 
duplicação reduzido de 200 para 120 minutos e foi denominada de XH7. Por sua 
vez, esta cepa foi submetida a etapas de evolução, mas em meio com licor 
hemicelulósico, visando criar uma maior resistência aos subprodutos da degradação 
da hemicelulose. Foi criado então um chasis celular com maior resistência ao licor e 
maior capacidade de crescimento em xilose que recebeu sua última modificação 
genética, a inserção do gene que codifica ao transportador de xilose Mgt05196 de 
M. guillierondii. Após esta inserção, a cepa foi novamente submetida a um ensaio de 
evolução dirigida dando origem a cepa LF1, que apresentou um aumento de 55,5% 
no consumo de xilose em relação a cepa parental, com uma taxa de consumo 
específico de xilose de 1,089 g/g.h e com uma produção de 0,446 g/g de etanol, 
além da maior resistência a compostos presentes nos hidrolisados hemicelulósicos. 
Estes exemplos mostram a versatilidade e robustez desta técnica e sua 
capacidade de gerar cepas com diferentes características fenotípicas voltadas para 
o processo que se deseja melhorar. Unindo-se os conhecimentos gerados através 
de mutações específicas já conhecidas por auxiliarem na metabolização da xilose 
com uma técnica que promove outras modificações que ainda não foram totalmente 
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elucidadas, constrói-se uma boa estratégia para se atingir o objetivo de obter uma 
cepa de S. cerevisiae tão robusta e eficiente para fermentação da xilose a etanol 




3 – OBJETIVOS 
 
Os objetivos gerais foram melhorar as características de transporte de 
xilose dos transportadores HxtB e Gxf1 por meio da inserção de mutações aleatórias 
via PCR error prone bem como construir linhagens de S. cerevisiae PE-2 JAY291 
haploides capazes de consumir e metabolizar xilose mediante duas abordagens 
distintas: (i) pela inserção dos transportadores de xilose (HxtB e Gxf1)  juntamente 
com genes do metabolismo de pentoses; e (ii) melhoramento por mutagênese e 
evolução dirigida dos diferentes clones gerados. 
Como objetivos específicos, têm-se:  
a) Inserir mutações aleatórias nos genes que codificam os 
transportadores de xilose HxtB e Gxf1 mediante a técnica de PCR error prone; 
b) Introduzir os genes mutados na cepa de S. cerevisiae EBY VW4000, 
que não possui transportadores de xilose; 
c) Avaliar a capacidade de transporte de xilose dos melhores 
transportadores escolhidos; 
d) Identificar as mutações inseridas nestes transportadores; 
e) Realizar a mutagênese e evolução dirigida das cepas de S. cerevisiae 





4 – METODOLOGIA  
4.1 – Cepas e plasmídeos utilizados 
 
No presente projeto foram utilizadas e construídas as seguintes cepas e 
plasmídeos (Tabela 1). 
Tabela 1- Plasmídeos e cepas utilizadas no projeto 
Plasmídeo Descrição Referência 
pRH195 pRS414 + Phxt7-xks1-Thxt7 Hector et al., 2011b 1 
pRH274 
pRS416 + Ppgk1-xyl1-Tpgk1; 
Padh1-xyl2-Tadh1; Phxt7-xks1-
Thxt7 
Hector et al., 2011a 1 
pRH195-HxtB 
pRH195 clonado com o hxtB 
(AN6669)  
Dos Reis et al., 
20132 
pRH195-Gxf1 




pRH195 clonado com o hxtB 
mutado (98 construções)  
Presente trabalho 
pRH195-Gxf1mut 








pGEM clonado com o gxf1 
(Q2MDH1) 
Presente trabalho 








hxt367Δ::loxP; gal2Δ stl1Δ::loxP; 
agt1s::loxP; ydl247wΔ::loxP; 
yjr160Δ::loxP 
Wieczorke et al., 
19993 
 
EBY274 pRH274  EBY VW.4000  Presente trabalho 
EBY195 pRH195  EBY VW.4000 
Dos Reis et al., 
20132 
EBYhostP EBY VW.4000 evoluída em placa Presente trabalho 
 




pRH274 EBY VW.4000 evoluída 
em placa 
Presente trabalho 
EBYhostUV EBY VW.4000 evoluída por UV Presente trabalho 
EBY274hostUV 




pRH274 + pRH195-gxf1mut 
(diversos clones) EBY VW.4000 
Presente trabalho 
EBY274-HxtBmut 
pRH274 + pRH195-hxtBmut 
(diversos clones)EBY VW.4000 
Presente trabalho 
EBY274-Gxf1 
pRH274 + pRH195-gxf1  EBY 
VW.4000 
Presente trabalho 
EBY-195 pRH195-hxtB  EBY VW.4000 
Dos Reis et al., 
20132 
EBY274-HxtB 
pRH274 + pRH195-hxtB  EBY 
VW.4000 
Presente trabalho 
PE2-Gxf1 pRH195-gxf1  PE2 trp- uu- Presente trabalho 
PE2-HxtB pRH195-hxtB  PE2 trp- uu Presente trabalho 
PE2-274-HxtB 









 pRH274  + pRH195-hxtB  PE-2 
JAY291 mutagenizada por EMS 
(vários clones)  
Presente trabalho 
PE2-274Gxf1EMS 
pRH274 + pRH195-gxf1  PE-2 




pRH274   PE-2 JAY291 
mutagenizada por EMS (vários 
clones) 
Presente trabalho 
PE2 trp- uu- PE-2 JAY291 trp- uu- 2 
PE2-274 pRH274  PE-2 JAY291 trp- uu-  Presente trabalho 
A. nidulans           Cepa selvagem 4 
C. intermedia Cepa selvagem Y611, Y612 e Y613 5 
1Plasmideos cedidos pelo Dr. Ronald E. Hector do Agriculture Research Service, USDA 
2Cepas cedidas pelo Prof. Dr. Gustavo H. Goldman da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto 
3Cepa cedida pelo Prof. Dr. Eckhrad Boles da Goethe University 
4Cepa cedida pelo Prof. Dr. André Damásio da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) 
5 Cepas de C. intermedia cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Rosa da Universidade Federal de Minas 
Gerais (UFMG). 
 




O plasmídeo pRH274 contém os genes da xilose redutase (xyl1), xilitol 
desidrogenase (xyl2) e da xilulose quinase (xks) (Tabela 1), clonados sob controle 
de promotores fortes e constitutivos e com ura3 para seleção auxotrófica por uracila 
e uridina. Uma cepa de Escherichia coli contendo este plasmídeo foi inoculada em 5 
mL de meio LB (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L NaCl) adicionado 
de 100 µg/mL de ampicilina, e teve seu DNA plasmideal extraído utilizando o kit 
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante.  
Para a transformação do vetor pRH274, células de S. cerevisiae EBY 
VW.4000 foram inoculadas em 15 mL de meio líquido contendo 0,7% de Base de 
nitrogênio de levedura sem aminoácidos (Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids 
YNB, Sigma) suplementado com histidina (0,1 g/L), lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L), 
triptofano (0,1 g/L), uracila (0,1g/L), uridina (0,1g/L) e 2% de maltose (todos 
reagentes fornecidos pela Sigma). Este inóculo foi mantido por 16 horas (h) sob 
agitação de 200 rpm a 30ºC. A absorbância (600 nm) foi aferida e foi transferido um 
volume do inóculo para 50 mL do meio acima, de modo que a OD600 inicial ficasse 
igual a 0,1. Este segundo inóculo foi mantido por aproximadamente 7 h sob agitação 
de 200 rpm a 30ºC, até que o mesmo atingisse a OD600 de 0,4. Centrifugou-se o 
inóculo por 5 minutos (min) a 5000 g, descartou-se o sobrenadante, e o pellet celular 
foi ressuspendido em 1 mL de solução TE/LiAc (100 µL de Tris-HCl 100 mM, 100 µL 
de EDTA 10 mM, 100 µL de LiAc 100 mM e 800 µL de água estéril).  
Após esta etapa, foram adicionados 500 ng do plasmídeo pRH274 
juntamente com 100 µg de DNA de esperma de salmão (Sigma) previamente 
desnaturado por 10 minutos (min) a 100ºC. A esta solução, foram adicionados 50 µL 
das células competentes anteriormente preparadas e 600 µL de solução PEG/1X 
LiAc (800 µL de PEG 3350 50%, 100 µL de LiAc 100 mM e 100 µL de água estéril). 
A mistura foi homogeneizada delicadamente e, em seguida, incubada por 30 min a 
30ºC, sob agitação de 200 rpm. Após, adicionou-se 70 µL do reagente 
Dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma) que foi misturado à reação por inversão. As células 
foram então incubadas a 42ºC por 15 min e transferidas para o gelo por 2 min. Em 
seguida, 700 µL de água estéril foram adicionados e a solução foi centrifugada por 
30 segundos (seg) a 14.000 rpm. Esta etapa foi repetida novamente e o 
sobrenadante descartado.  
O pellet celular foi então ressuspendido em 100 µL de água estéril e 
plaqueado em meio mínimo sólido de YNB 0,7% suplementado com histidina (0,1 
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g/L), lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L), triptofano (0,1g/L) e 2% de maltose e 
incubados a 30ºC, por 7 dias. Para confirmar a transformação, além da seleção 
ocorrida no meio seletivo (sem uracila e uridina), o DNA genômico das colônias foi 
extraído e usado como molde em uma reação de PCR com oligonucleotídeos 
(oligos) específicos para o gene xyl1 contido no vetor pRH274 (Xyl1_Fw 5’ 
CCAAGTCGAAGCTGTTGACGTCC 3’; Xyl1_Rv 5’ 
AGCGGTGACAGCAATACCACGG 3’), utilizando uma ciclagem de 94ºC a 30 seg, 
30 ciclos de 94ºC a 30 seg, 56ºC a 30 seg, 72ºC por 30 seg e extensão final a 72ºC 
a 10 min. Esta cepa foi denominada EBY274.  
 
4.3 – Amplificação dos genes que codificam aos transportadores 
Gxf1 e HxtB e clonagem em pGEM T-easy vector  
 
4.3.1 – Extração do RNA total, tratamento com DNase e conversão a 
cDNA 
 
O gene que codifica o transportador HxtB advém do A. nidulans, e o que 
codificao Gxf1 da C. intermedia. O A. nidulans foi cultivado por 3 dias a 30ºC e 200 
rpm em meio mínimo (MM) líquido (15 g/L KH2PO4; 5 g/L (NH4)2SO4; 1,23 g/L 
MgSO4.7H2O; 0,00271 g/L FeSO4.7H2O; 0,0016 g/L MnSO4.H2O; 0,0014 g/L 
ZnSO4.H2O; 0,0036 g/L CoCl2.6H2O; 0,8 g/L CaCl2.2H2O; 0,3 g/L extrato de 
levedura; e 0,75 g/L peptona (pH 5,5)), suplementado com 1% de glicose. A cepa 
Y613 de C. intermedia foi cultivada em meio YPD (20 g/L de peptona, 20 g/L de 
dextrose e 10 g/L de extrato de levedura) a 30ºC, 200 rpm por 3 dias. O RNA total de 
ambos foi extraído com o kit RNeasy Plant Mini (Qiagen), seguindo as instruções do 
fabricante, e quantificado no espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).  
Após esta etapa, 10 µg RNA foi tratado com o kit Turbo DNA-free 
(Ambion), utilizando 5 µL de DNase Buffer 10X com 1 µL de TURBO DNase. A esta 
mistura, foi acrescentado o volume necessário de água para completar o volume de 
50 µL. Após esta etapa, as amostras foram incubadas a 37ºC por 30 min e em 
seguida foi adicionado mais 1 µL de TURBO DNase com posterior incubação a 37°C 
por mais 30 min. Ao final desta etapa, as amostras foram transferidas para o gelo e 
foi adicionado 5 µL do DNase Inactivation Reagent com incubação das amostras por 
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5 min. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g a 4°C por 3 min. O sobrenadante 
foi transferido para outro microtubo RNase free e foi retirado uma alíquota do mesmo 
para ser diluída 4X com água ultrapura a fim de se quantificar a quantidade de RNA 
presente na amostra e também realizar uma PCR para confirmar a ausência de 
DNA. 
A reação foi realizada com 1 µL do RNA diluído como molde, 0,01 mM de 
oligos para região ITS (ITS3_Fw 5’ GCATCGATGAAGAACGCAGC 3’, ITS4_Rv 5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), e a seguinte ciclagem de amplificação: 
desnaturação inicial de 3 min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 56 °C, 1 
min a 72°C, e extensão final de 10 min a 72ºC. As amostras foram submetidas a 
eletroforese em gel de agarose 1% (em tampão TAE 1X) para verificar se houve 
amplificação, o que indicaria a presença de DNA. Quando a amostra apresentou 
amplificado, a mesma foi precipitada adicionando 5 µL de acetato de sódio 3 M e 
150 µL de etanol absoluto gelado. Após a homogeneização, a mesma foi incubada a 
16 h a -80ºC. A amostra foi centrifugada a 10.000 g por 20 min a 4°C, o 
sobrenadante foi descartado e o pellet deixado por 30 min a temperatura ambiente 
para secar. O mesmo foi ressuspendido em 10 µL de água DEPC e quantificado no 
espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Estas amostras foram 
tratadas novamente com o kit Turbo DNA-free (Ambion), da mesma maneira como 
explicitado acima. 
Quando a confirmação foi positiva para a ausência de DNA no RNA 
extraído, a amostra foi convertida para cDNA utilizando o kit SuperScript™ II 
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Baseado nas quantificações, foi adicionado um 
volume referente a 1.000 ng de RNA tratado com 1 µL de Oligo(DT)12-18 (500 µg/mL) 
e a esta mistura adicionou-se água DEPC necessária para completar o volume final 
de 12 µL. Após incubação por 5 min a 65ºC e 2 min no gelo, foram adicionados 4 µL 
do tampão 5X First-Strand Buffer e 1 µL de RNAseOUT (40 U/µL). Após, esta 
mistura foi incubada a 42ºC por 2 min com posterior adição de 0,25 µL de 
SuperScript II RT (50 U) e a mesma foi incubada a 72ºC por 60 min. Uma alíquota foi 
retirada e submetida a uma PCR com os oligos ITS descritos acima nas mesmas 
condições de amplificação, para confirmar se a etapa de conversão do RNA para 
cDNA ocorreu corretamente. 
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4.3.2 – Amplificação e clonagem dos genes em pGEM T-easy vector 
 
Após a síntese do cDNA foi realizada uma reação de PCR com oligos 
previamente desenhados para amplificarem as regiões codantes (CDS) dos 
transportadores HxtB e Gxf1, que possuem 20 pb de homologia ao plasmídeo 
pRH195 (região sublinhada nas sequências) e que servem para permitir a 
recombinação homóloga na S. cerevisiae: HxtB_Rv 5’ 
GTTTTTTTAATTTTAATCAAAATGGCGGACGGTGTCGTTGC 3’; HxtB_Fw 5’ 
GAATTAATAAAAGTGTTCGCTTAATCCTTCTCAGTCATACCCA 3’; Gxf1_Rv  5’ 
GTTTTTTTAATTTTAATCAAAATGTCACAAGATTCGCATTC 3’; Gxf1_Fw 5’ 
GAATTAATAAAAGTGTTCGCTTAAACCTGTTCGTCGGT 3’. A PCR foi feita 
utilizando-se os cDNAs citados acima e a enzima polimerase com atividade de 
correção de erros Phusion High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs). À 
reação foram adicionados 100 ng de cDNA, 10 µL de 5X Phusion HF Buffer, 2 µL de 
cada oligo na concentração de 0,01 mM, 1 µL de dNTPs 10 mM, 1 µL da enzima 
Phusion DNA Polymerase (2.000 U/mL) e água Nuclease-Free Water para completar 
o volume de 50 µL de reação total. A ciclagem utilizada foi: desnaturação inicial de 3 
min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 56ºC, 2 min a 72°C, e extensão 
final de 10 min a 72ºC. Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose 1% (em tampão TAE 1X) sob luz ultravioleta no fotodocumentador Gel 
Logic 2200 Pro (Carestream), a banda contendo o amplificado esperado de cada 
gene foi excisada e purificada com kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE 
Healthcare) segundo instruções do fabricante, e o DNA foi quantificado em 
espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).  
Após, os amplificados foram clonados no pGEM T-easy vector (Promega) 
por meio de uma reação de 16 h a 4ºC, contendo 50 ng do vetor, aproximadamente 
90 ng dos genes amplificados (proporção de 1:3, vetor:inserto), 5 µL de 2X Rapid 
Ligation Buffer e 3 U de T4 DNA ligase. Em seguida, a ligação foi transformada em 
células de E. coli DH5α eletrocompetentes por meio de eletroporação a 2.500 V, que 
foram plaqueadas em meio LB sólido contendo 100 µg/mL de ampicilina, 80 µg/mL 
de X-gal e 0,5 mM de IPTG. Após incubação a 16 h, algumas colônias de coloração 
branca foram diluídas em 10 µL de água estéril e 1 µL desta diluição foi utilizada 
como molde em uma reação de PCR de colônia, com os oligos específicos para 
44 
 
cada gene (HxtB_Rv e HxtB_Fw, e Gxf1_e Gxf1_Fw). Foram adicionados 5 µL de 
10X Taq Buffer, 2 µL de cada oligo a 0,01 mM, 0,8 µL de dNTPs 10 mM, 4 µL de 
MgCl2 25 mM, 1 µL de Taq DNA Polymerase (1,25 U, Thermo Scientific) e água 
suficiente para completar o volume de 50 µL. A ciclagem utilizada foi: desnaturação 
inicial de 5 min a 95°C, 30 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 56°C, 2 min a 72°C, e 
extensão final 72ºC por10 min. O produto da reação foi analisado por eletroforese 
em gel de agarose 1% (em tampão TAE 1X), e as colônias que continham o 
plasmídeo de interesse, baseado na presença da banda de amplificação de tamanho 
correspondente a cada gene, foram estocadas em meio LB com 20% de glicerol, a -
80ºC.  
 
4.4 – Digestão do plasmídeo pRH195 
 
A cepa de E. coli contendo o plasmídeo pRH195 (Tabela 1) foi cultivada 
em meio LB sólido com 100 µg/mL de ampicilina por 24 h a 37ºC. Após, uma colônia 
isolada foi inoculada em 50 mL de meio LB líquido com 100 µg/mL de ampicilina e 
deixada a 37ºC por 16 h sob agitação de 200 rpm. O DNA plasmideal foi extraído 
pelo kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega), segundo as 
especificações do fabricante, a concentração foi aferida em espectrofotômetro 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e visualizado em gel de agarose 1% (em tampão 
TAE 1X).  
Após, a 1,5 µg do pRH195 foram adicionados 5 µL do tampão 10X Buffer 
O (New England Biolabs), 1 µL da enzima de restrição SalI (10 U/µL) e água 
ultrapura para completar o volume de 50 µL. A reação foi mantida a 37ºC por 8 h e 
logo após adicionou-se 6,75 µL do tampão 10X Buffer O (New England Biolabs) e 
1,5 µL da enzima de restrição SpeI (10 U/µL), com nova incubação a 37ºC por 8 h. O 
resultado da clivagem foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% (em 
tampão TAE 1X) e, com o auxílio de um transiluminador de luz UV, a banda 
referente ao plasmídeo linear foi excisada do gel (sem o fragmento que antes estava 
clonado nele). O plasmídeo foi purificado com o kit GFX PCR DNA and Gel Band 
Purification (GE Healthcare), segundo instruções do fabricante e foi quantificado em 




4.5 – Construção e confirmação das cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-
HxtB 
 
4.5.1 – Construção das cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB 
  
A construção do plasmídeo pRH195-Gxf1 foi feita por recombinação 
homóloga in vivo na EBY274. Foi realizada uma etapa de transformação como 
descrito no item 4.2, mas o DNA adicionado foi o plasmídeo pRH195 linearizado 
(item 4.4) e o produto amplificado referente ao gxf1 (item 4.3) na razão molar de 
DNA 1:1 (vetor: inserto). Após a transformação, o pellet celular foi ressuspendido em 
água estéril e plaqueado em meio sólido de YNB 0,7% (Sigma) suplementado com 
histidina (0,1 g/L), lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L) e 0,1; 0,5 e 2% de maltose 
(Sigma), e incubado a 30ºC por 7 dias. Esta cepa foi denominada de EBY274-Gxf1. 
Como controle negativo da transformação foi utilizado o plasmídeo pRH195 
linearizado e, como controle positivo, o plasmídeo pRH195 circular.  
Para a construção da cepa EBY274-HxtB, primeiramente foi necessário 
extrair o plasmídeo pRH195-HxtB da cepa EBY195 (Tabela 1), e inseri-lo na cepa 
EBY274. Para isso, EBY195 foi cultivada em meio líquido contendo YNB 0,7% 
suplementado com histidina (0,1 g/L), lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L), uracila (0,1 
g/L) e uridina (0,1 g/L) e 2% de maltose por 4 dias a 30ºC, sob agitação de 200 rpm. 
Após a centrifugação das amostras por 5 min a 5.000 g, o sobrenadante foi 
descartado e o pellet celular foi ressuspendido em 5 mL de água estéril e novamente 
centrifugado a 5.000g por 5 min. O sobrenadante foi novamente descartado e o 
pellet ressuspendido em 1 mL de tampão de extração (SDS 0,5%, EDTA 25 mM, 
Tris-HCl 200 mM e NaCl 250 mM) e transferido a um microtubo de 2 mL contendo 
pérolas de vidro previamente tratadas com ácido nítrico. Agitou-se por 10 min e o 
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2 mL no qual foi adicionado um 
volume igual da mistura de fenol:clorofórmio (1:1). Novamente as amostras foram 
agitadas por 10 min e depois centrifugadas por 20 min a 16.000 g. Formou-se uma 
mistura trifásica e a fase superior foi transferida para um novo tubo no qual foram 
adicionados 600 µL de álcool isopropílico PA (Synth). Após, as amostras foram 
centrifugadas a 16.000 g por 5 min e o sobrenadante descartado.  
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Ao pellet, adicionou-se 150 µL de etanol 70%, seguido de nova 
centrifugação a 16.000 g por 2 min. O volume foi descartado e o pellet deixado na 
bancada por aproximadamente 30 min para evaporação do etanol. O DNA foi então 
ressuspendido em 50 µL de água estéril, foi adicionado 1 µL de PureLink RNaseA 
(10 mg/mL, Thermo Scientific), seguido de incubação a 37ºC por 1 h. Após, o DNA 
total extraído (DNA genômico + plasmídeo pRH195-HxtB) foi transformado em 
células eletrocompetentes de E. coli DH5α por eletroporação a 2.500V. As células 
transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido contendo 100 µg/mL de 
ampicilina e incubadas a 16 h, a 37ºC. Após esta etapa, as colônias tiveram seu 
conteúdo plasmideal extraído pelo kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification 
(Promega) e o mesmo foi quantificado, visualizado por eletroforese em gel de 
agarose 1% (em tampão TAE 1X) para conferir se o processo de extração ocorreu 
da maneira correta, e só depois transformado, como no item 4.2, em células de 
EBY274. Esta nova cepa foi denominada EBY274-HxtB. 
 
4.5.2– Confirmação das cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB 
 
Algumas leveduras (item 4.5.1) foram inoculadas em meio YNB 0,7 % 
com histidina (0,1 g/L), lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L) e 2% de maltose. Após 
quatro dias de cultivo a 30ºC sob agitação de 200 rpm, o DNA total foi extraído por 
fenol:clorofórmio (item 4.5.1). Em seguida, as amostras foram quantificadas no 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e 1 µL foi utilizado como molde em uma reação 
de 50 µL de PCR com a enzima TaKaRa Taq DNA Polymerase (Clontech) contendo 
5 µL de 10X Ex Taq Buffer, 4 µL de dNTP Mixture (10 mM), 2 µL de cada oligo 
específicos para cada transportador na concentração de 0,01 mM (item 4.3.2) e 0,25 
µL de TaKaRa Ex Taq (5 U/µL). A amplificação foi realizada utilizado um ciclo de 30 
seg a 98ºC como desnaturação inicial e 30 ciclos de 30 seg a 98ºC, 30 seg a 50ºC, 2 
min a 72ºC, com uma extensão final de 10 min a 72ºC. Uma alíquota desta reação 
foi submetida a uma eletroforese em gel de agarose 1% (em tampão TAE 1X) para 





4.5.3 – Sequenciamento e análise dos genes dos transportadores 
clonados nas cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB 
 
Para confirmar a sequência dos genes dos transportadores (e análise de 
possíveis mutações inseridas), foram desenhados oligos específicos para cada 
transportador, que anelam no interior de suas respectivas sequências. Os oligos 
referentes ao gxf1 foram: Gxf1_int_Fw1 5’ 
GTACCGTTTCTGTCGGTACCGTTTCTGTCG-3’; Gxf1_int_Fw2 5’ 
ACTACTTCTTCTACTACTACTTCTTCTACT 3’; Gxf1_int_Rv2 5’ 
AGACAAGTGATGAAGATCAT 3’ e Gxf1 int_Rv3 5’ CAACAGCCAAACCAGC 3’ 
(Figura 1), e os para o hxtB foram: HxtB-int1_Fw 5’ GCTACCAGTTCTGCGTCA 3’; 
HxtB-int2_Fw 5’ GTATGATCACCACCATCGTC 3’; HxtB-int3_Rv 5’ 
CCACATCCGCTGATGATC 3’; HxtB int4_Fw 5’ TGAGCGGCTATGTGATCTCC 3’; 








Figura 1 – Sequência nucleotídica que codifica ao transportador Gxf1 de 
C. intermedia com indicações da posição de anelamento (sombreado em cinza) e 




Figura 2 – Sequência nucleotídica que codifica ao transportador HxtB de 
A. nidulans com indicações da posição de anelamento (sombreado em cinza) e 
sentido de amplificação/sequenciamento de cada oligo.  
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O sequenciamento foi realizado com o kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing (Applied Biosystems), seguindo o protocolo do fabricante, utilizando os 
oligos listados acima e os externos que anelam no vetor pRH195 (195_Fw 5’ 
TGAATAACAGTGCGGTCGGTAAACA 3’ e 195_Rv 5’ 
GAGGAAAATACAAAATATAC 3’), bem como os Gxf1_Fw, Gxf1_Rv, HxtB_Fw e 
HxtB_Rv, descritos no item 4.3.2. As amostras foram sequenciadas no Applied 
Biosystems® 3500xL Genetic Analyzers e as montagens dos contigs foram 
realizadas com o software GeneiousTM (Biomatters). As sequências foram 
exportadas e alinhadas contra as sequências dos transportadores HxtB e Gxf1 
depositadas no NCBI (AN6669 e Q2MDH1, respectivamente) para avaliar a 
presença de mutações. 
 
4.6 – Ensaio de crescimento das cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB 
 
Foi realizado o ensaio de crescimento das cepas EBY274-Gxf1 e 
EBY274-HxtB em 50 mL de meio YNB 0,7% suplementado com histidina (0,1 g/L), 
lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L), e 0,5, 2 e 5% de xilose e arabinose e 2% de 
maltose e glicose (Sigma), todos em triplicata. Primeiramente, as células foram 
plaqueadas em meio YNB 0,7% sólido suplementado com os aminoácidos citados 
acima, com 2% de maltose e depois mantidas a 30ºC, por 3 dias. Após o 
crescimento, uma colônia foi inoculada em 175 mL de meio YNB 0,7% líquido 
suplementado com os aminoácidos já mencionados e 2% de maltose. Este inóculo 
foi mantido por 5 dias a 200 rpm e 30ºC. Após centrifugação a 5.000 g por 5 min do 
volume inoculado, as células foram ressuspendidas em 5 mL de água estéril e uma 
alíquota de 5 µL foi diluída 10X para aferição da OD600. Baseado neste valor, foi 
calculado o volume necessário para ser inoculado em cada erlenmeyer contendo os 
meios citados para que estes cultivos iniciassem com uma OD600 de 0,5, os quais 
foram incubados por 7 a 10 dias a 30ºC, 200 rpm.  
A cada 24 h uma alíquota de 2 mL foi retirada de cada réplica do 
experimento e desta alíquota diluiu-se 100 µL em 900 µL de água para aferição da 
OD600 e acompanhamento do crescimento celular. Os 1,9 mL restantes foram 
centrifugados a 10.000 g por 5 min e o sobrenadante e o pellet celular foram 
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armazenados a -20°C para futuras análises. Ao final do cultivo ou quando havia 
dúvida sobre uma possível contaminação do meio, uma alíquota de 10 µL era 
retirada de cada amostra e diluída 100X para observação em microscópio a fim de 
se avaliar, de forma primária, possíveis contaminações por outros microrganismos.  
 
4.7 – Construção das cepas EBY274-HxtBmut e EBY274-Gxf1mut, 
avaliação de crescimento, fermentação e de mutações inseridas 
 
4.7.1 – Construção das cepas EBY274-HxtBmut e EBY274-Gxf1mut 
via PCR error prone (indução de mutações) 
 
Para inserção de mutações aleatórias na sequência gênica dos 
transportadores pelo método de PCR error prone, foram feitas reações de PCR 
contendo: 20 ng do plasmídeo pGEM T-easy clonado cada qual com o respectivo 
gene do transportador (item 4.3.2), 5 µL do tampão 10X Taq Buffer (Thermo 
Scientific), 10 µL de MgCl2 25 mM (Thermo Scientific), 5 µL de dNTP mutagênico 
(GTP 2mM, ATP 2 mM, CTP10 mM e TTP 10 mM), distintas concentrações de 
MnCl2 (0,25; 0,5; 0,75 mM), 1 µL de Taq DNA polimerase (5U/µL, Thermo Scientific), 
0,02 mM de cada oligo (item 4.3.2) e água suficiente para completar o volume até 
50 µL. A reação de amplificação foi feita com a seguinte ciclagem: 3 min a 94°C, e 
25 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 56 °C, 3 min a 72 °C, com extensão final de 10 
min a 72ºC.  
Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% 
(em tampão TAE 1X) e as bandas referentes aos amplificados no tamanho esperado 
foram excisadas e purificadas pelo kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE 
Healthcare) segundo instruções do fabricante. Para garantir a obtenção de uma 
quantidade de DNA mutado suficiente para os próximos passos, esta etapa de 
amplificação foi realizada em decaplicata para cada concentração de MgCl2 utilizada. 
Após a purificação, todo DNA foi alocado no mesmo tubo e sua concentração aferida 
no espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).  
Para construção dos plasmídeos por recombinação in vivo na cepa 
EBY274 foram utilizadas as metodologias descritas nos itens 4.4 e 4.5, com a 
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diferença de que nesta etapa foram utilizados os insertos dos genes dos 
transportadores HxtB e Gxf1 mutados e as transformações foram plaqueadas em 
três concentrações de xilose diferentes (0,5, 2 e 5%), por aproximadamente 7 dias a 
30ºC. As placas contendo as leveduras transformadas foram visualizadas 
diariamente para avaliar o aparecimento das primeiras colônias, que poderia indicar 
um melhor crescimento em xilose, que eram marcadas na placa. Após os 7 dias de 
incubação, diferentes clones foram isolados e inoculados em 2 mL do mesmo meio 
referido acima, sob as mesmas condições de crescimento. Após, os clones foram 
estocados em 40% de glicerol a -80ºC para posterior análise. Estes clones mutados 
foram denominados de EBY274-HxtBmut e EBY274-Gxf1mut. 
 
4.7.2 – Avaliação de crescimento por ensaios de drop out 
 
Para fazer uma varredura dos clones gerados, o método de drop out foi 
realizado. Para isso, as leveduras foram retiradas do estoque a -80ºC e plaqueadas 
em meio sólido de YNB 0,7% com os aminoácidos citados acima e 2% de maltose. 
Após 3 dias de incubação a 30ºC, os mesmos foram inoculados em 10 mL do 
mesmo meio líquido de YNB 0,7% e mantidos por 3 dias a 30ºC e 200 rpm. Cada 
cultura foi então centrifugada a 5.000 rpm por 3 min, os sobrenadantes foram 
descartados e os pellets celulares ressuspendidos em 1 mL de água estéril. Esta 
etapa de lavagem das células foi repetida por mais uma vez e então a OD600 dos 
clones foi aferida. Foi calculado o volume de água e de células ressuspendidas 
necessários para que uma OD600 inicial de 0,5 fosse atingida, e a partir desta 
amostra inicial foi realizada uma diluição seriada com fator de diluição igual a 10, até 
a OD600 final de 0,0005. Destas diluições, 5 µL foram inoculados em meio sólido 
contendo YNB 0,7% suplementado com histidina (0,1 g/L), lisina (0,1 g/L), leucina 
(0,1 g/L) e 0,5, 2 e 5% de xilose, 2% de maltose e glicose.  
Este inóculo foi feito em forma de gotas em regiões pré-determinadas da 
placa, com o objetivo de formarem-se quatro linhas horizontais, cada qual contendo 
quatro gotas referentes as concentrações celulares utilizadas. O mesmo 
procedimento foi realizado com as cepas controles EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB 
(item 4.5). As placas foram mantidas por 30 min abertas na cabine de fluxo laminar 
para que as gotas pudessem secar homogeneamente no meio e não escorressem 
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para os lados misturando-se com as demais. Após, foram incubadas a 30ºC até que 
houvesse algum crescimento diferencial entre elas, para então serem fotografadas 
no fotodocumentador Gel Logic 2200 Pro (Carestream). O ensaio de drop out foi 
realizado para aproximadamente 120 clones de EBY274-Gxf1mut e 100 de EBY274-
HxtBmut. Os ensaios de curva de crescimento foram realizados da mesma maneira 
como citado no item 4.6, mas sem arabinose, para os melhores clones 
selecionados. 
 
4.7.3 – Análise de consumo de açúcares e produção de metabólitos 
pela fermentação 
 
As concentrações de xilose, maltose, etanol, glicerol, xilitol, ácido acético 
foram determinados no sobrenadante por Cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC) (DIONEX Ultimate 3000) e realizados na Central Analítica do CTBE. Como 
fase móvel foi empregada a solução de H2SO4 5mM, preparada com água ultra-pura 
e vazão de 0,6 mL/min. Os componentes foram separados utilizando a pré-coluna 
Bio-Rad P/N 125-0129 e a coluna Aminex HPX87H– 300 x 7,8 mm x 9 mm (Bio-Rad 
125-0140), mantidas em temperatura controlada a 35°C. Um detector de índice de 
refração a 35°C ligado a um programa foi utilizado para integração e quantificação 
dos dados obtidos, através de uma curva padrão de cada metabólito. O ácido 
acético foi detectado por UV ligado em série ao índice de refração, em comprimento 
de onda fixo em 205 nm. 
 
4.7.4 – Sequenciamento, avaliação das mutações e modelagem 
molecular por homologia 
 
Para o sequenciamento e avaliação de mutações, os clones mutados de 
EBY274-HxtBmut e EBY274-Gxf1mut foram plaqueados em meio sólido de YNB 
0,7% suplementado com histidina (0,1 g/L), lisina (0,1 g/L), leucina (0,1 g/L) e 2% de 
maltose e foram incubados por 4 dias a 30ºC. Posteriormente, inoculou-se cada 
clone em 10 mL de meio líquido idêntico ao meio sólido, os quais foram incubados a 
30ºC e 200 rpm por 3 dias. Foi realizado o protocolo de extração de DNA plasmideal 
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adaptado por Jones e seus colaboradores do Instituto de Medicina Molecular de 
Ibaraki, Japão, a partir do kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Os inóculos foram 
centrifugados a 16.000 g e ressuspendidos em 250 mL do tampão P1 Buffer e 
transferidos a um microtubo estéril contendo esferas de vidro previamente tratadas 
por ácido nítrico. As amostras foram submetidas a 10 min de agitação e em seguida 
transferidas a outro microtubo onde foram adicionados 250 µL do tampão P2 
LysisBuffer. Após 5 min de incubação, foram adicionados 350 µL do tampão N3 
Neutralization Buffer e então as amostras foram centrifugadas por 15 min a 16.000 
g. Após esta etapa, a fase superior foi transferida para a coluna de purificação 
QIAprep Spin Column e centrifugada por 1 min a 10.000 g. O sobrenadante foi 
descartado e à coluna foi adicionado 750 µL de tampão de lavagem PE Buffer com 
posterior centrifugação por mais 1 min a 10.000 g. A coluna foi então transferida 
para um microtubo e foram adicionados 30 µL de água ultrapura estéril. Após 
centrifugação, os 30 µL eluídos foram novamente adicionados à coluna que foi 
centrifugada por 2 min a 10.000 g.  
Usando este DNA como molde, os genes foram amplificados por PCR 
com os oligos específicos de cada gene (Gxf1 e HxtB, item 4.3.2). Após a 
purificação pelo kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), 
reações de sequenciamento para cada gene recuperado foram montadas cada qual 
com seus respectivos oligos (item 4.5.3). O sequenciamento foi realizado com o kit 
Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), seguindo o 
protocolo do fabricante, no equipamento Applied Biosystems® 3500xL Genetic 
Analyzers. Os contigs foram montados com o programa GeneiousTM (Biomatters), e 
as sequências foram exportadas e alinhadas contra as sequências dos 
transportadores HxtB e Gxf1 depositadas no NCBI para avaliar a presença de 
mutações. 
Para a predição da estrutura tridimensional dos transportadores mutados, 
foi criado um workspace no servidor online Swiss-Model® que foi utilizado no modo 
automático para busca de moldes e geração de modelos tridimensionais. As 
matrizes com as coordenadas tridimensionais dos modelos escolhidos foram 





4.8 – Construção das cepas PE2-274-HxtB e PE2-274-Gxf1 para 
mutagenização via Etilmetanosulfonato (EMS) e evolução dirigida 
 
4.8.1 – Construção das cepas PE2-274-HxtB PE2-274-Gxf1 
 
A construção destas cepas foi realizada inserindo-se primeiramente os 
plasmídeos pRH195-HxtB e pRH195-Gxf1 na cepa PE-2 trp- uu- como no item 4.2, 
com a ressalva de que o pré-inoculo desta cepa foi feito em meio YPD e, após a 
transformação com os respectivos plasmídeos pRH195, a mesma foi plaqueada em 
meio sólido YNB 0,7% com 1 g/L de uracila, 1 g/L de uridina e 2% de glicose. Após a 
confirmação da transformação seguindo as mesmas etapas de extração, 
transformação em DH5α e amplificação por PCR conforme itens 4.5.1 e 4.5.2, foi 
realizado uma nova transformação inserindo o plasmídeo pRH274. Nesta etapa, as 
cepas foram então transformadas como no item 4.2, com a ressalva que o meio 
utilizado no pré-inoculo foi YNB 0,7% líquido com 1 g/L de uracila, 1 g/L de uridina e 
2% de glicose e o meio no qual elas foram plaqueadas após transformação sem a 
suplementação com uracila e uridina. Após confirmação da transformação de ambos 
os plasmídeos (itens 4.5.1 e 4.5.2), estas cepas foram estocadas em 40% de 
glicerol a -80ºC. 
Em seguida, as mesmas foram submetidas a ensaios de curva de 
crescimento em diferentes concentrações de xilose (2 e 5%) e glicose 2%. 
Primeiramente, ambas as cepas foram plaqueadas em meio sólido de YNB 0,7% 
com 2% de glicose e incubados por 4 dias a 30ºC. Após a incubação, as células 
foram ressuspendidas em 1 mL de água estéril. Uma alíquota de 1 µL foi diluída 
100X e utilizada para contagem de células na câmara de Neubauer. Após, calculou-
se o volume necessário a ser inoculado em 30 mL de meio YNB 0,7% com 2 e 5% 
de xilose e 2% de glicose para quantidade inicial de 108 células/mL de meio 
(aproximadamente uma OD600 de 0,05). O experimento foi realizado em triplicata 
biológica para cada concentração de açúcar. Estes inóculos foram mantidos por 168 
h a 30ºC e 200 rpm e sua OD600 acompanhada a cada 24 h em espectrofotômetro 
assim como no item 4.6. Ao final do experimento ou quando havia dúvida sobre uma 
possível contaminação do meio, uma alíquota de 10 µL era retirada de cada amostra 
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e diluída 100X para observação em microscópio a fim de se avaliar, de forma 
primária, possíveis contaminações por outros microrganismos. 
 
4.8.2 – Mutagenização aleatória por etilmetanosulfonato das cepas 
PE2-274-HxtB e PE2-274-Gxf1 
 
As cepas PE2-274-HxtB, PE2-274-Gxf1 e PE2-274EMS foram submetidas 
ao ensaio de mutagenização aleatória por etilmetanosulfonato (EMS, Sigma). Para 
isso, uma curva de crescimento foi realizada como no item 4.8.1, mas somente em 
glicose 2%. A partir dos resultados desta curva, estipulou-se que o tratamento com o 
EMS ocorreria entre 30 e 36 h de cultivo, uma vez que é desejável que o composto 
químico entre em contato com as células durante a fase de crescimento 
exponencial. Com base neste dado, ambas as cepas foram inoculadas em 30 mL de 
meio líquido YNB 0,7% com 2% de glicose, a 30ºC e 200 rpm por 34 horas. Ao final 
deste cultivo, dois volumes de 5 mL de cada cepa foram coletados para dar início ao 
procedimento de mutagenização.  
Estas amostras foram centrifugadas a 16.000 g, o sobrenadante 
descartado, e as células foram então ressuspendidas em 1 mL de tampão fosfato de 
sódio 0,1 M (pH 7) e transferidas para um tubo estéril. Foram adicionados 80 µL de 
EMS em cada amostra. Como controle negativo, utilizamos amostras 
ressuspendidas em tampão fosfato com adição de 80 µL do mesmo. Em seguida as 
amostras foram incubadas a 200 rpm, a 30ºC por um total de 7 horas de agitação. 
Nos tempos pré-determinados de 0, 2, 3, 4 e 7 h de exposição ao EMS, alíquotas de 
100 µL foram retiradas tanto das amostras que receberam o mutagênico quanto das 
que não receberam (controles negativos). O controle positivo do experimento 
(atestar a funcionalidade do EMS) foi o ponto mais tardio de 7 h de exposição ao 
reagente, pois segundo a literatura, espera-se que o mesmo seja letal para as 
leveduras quando expostas por muito tempo (Abt et al., 2016). Logo após a coleta 
de cada ponto, as alíquotas foram lavadas por duas vezes com o inativante 
tiossulfato de sódio na concentração de 10% e então diluídas nas proporções de 
1:100, 1:1000 e 1:10000 com água estéril. Estas diluições foram plaqueadas em 
meios seletivos de YNB 0,7% sólido com 2% de xilose por 5 dias. Após, selecionou-
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se as maiores colônias, que foram inoculadas em YNB 0,7% com 2% de glicose e 
estocadas a -80ºC com 40% de glicerol. Estas cepas foram denominadas PE2-274-
HxtBEMS, PE2-274-Gxf1EMS e PE2-274EMS. 
Devido ao EMS ser um reagente mutagênico e potencialmente nocivo a 
saúde dos operadores, todo material plástico que entrou em contato com ele foi 
inativado por submersão em tiossulfato de sódio 10% por pelo menos 2 dias antes 
de serem corretamente descartados na central de resíduos. Os equipamentos nos 
quais o experimento foi realizado também foram descontaminados com esta solução 
por 2 dias e depois foram limpos com água destilada e etanol 70%. 
 
4.8.3 – Evolução Dirigida das cepas de PE2-274-HxtB/Gxf1EMS e 
PE2-274 
 
4.8.3.1 – Cultivos sucessivos em erlenmeyer 
 
Nesta etapa, 23 clones mutados (as maiores colônias nas placas, item 
4.8.2) foram inoculados em 30 mL de meio YNB 0,7% com 2% de glicose sendo 
eles: 10 de PE2-274-HxtBEMS; 6 de PE2-274-Gxf1EMS; 7 clones de PE2-274EMS. 
Os pré-inóculos foram incubados a 30ºC, 200 rpm por 3 dias e ao final do cultivo os 
mesmos foram centrifugados a 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e 
as células foram ressuspendidas em 10 mL de água estéril. A OD600 de todas as 
amostras foi aferida por absorbância e então foi calculado o volume necessário de 
células para ser transferido outro erlenmeyer contendo 30 mL de meio YNB 0,7% 
com 2% de xilose e 0,1% de glicose com uma OD600 inicial de 0,1. 
Após este inóculo, as amostras foram incubadas a 30ºC sob agitação de 
200 rpm com aferição diária de sua OD600. Ao final de 5 dias de cultivo, um volume 
de 10 mL de cada amostra foi centrifugado a 16.000 g por 5 min e ressuspendido em 
1 mL de YNB 0,7% com 2% de xilose e 0,1% de glicose. A OD600 destas 
ressuspensões foi aferida e transferiu-se o volume necessário para se inocular em 
outros 30 mL de meio YNB 0,7% com 2% de xilose e 0,1% de glicose com OD600 
inicial de 0,1. Antes de fazer a transferência para os novos 30 mL de meio, um 
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volume de 1 mL foi retirado de cada amostra e uma alíquota foi utilizada para 
averiguar presença de contaminações por microscopia. Após esta análise, caso não 
tivesse sido constatado nenhum indício de contaminantes, o restante das amostras 
de 1 mL era estocado em -80ºC com glicerol 40%.  
Este procedimento de repiques sucessivos com averiguação da 
contaminação e estocagem dos microrganismos foi repetido por 7 vezes. Após o 
sexto repique, os meios para os quais os cultivos anteriores seriam inoculados foi 
mudado, sendo 5% de xilose sem glicose. Com esta segunda composição de meio, 
foram feitos mais 4 repiques da mesma maneira como explicitado acima.  
 
4.8.3.2 – Cultivos sucessivos em tubos de ensaio com oxigenação 
reduzida 
 
Foram escolhidos os quatro melhores clones analisados no item anterior, 
que foram pré-inoculados em 10 mL de YNB 0,7% com 2% de glicose juntamente 
com as cepas PE2-274-HxtB, PE2-274-Gxf1 e da PE2-274 como controles. Após 
incubação de 3 dias a 30ºC e 200 rpm, os cultivos foram centrifugados a 5.000 g por 
5 min e ao final o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspendido em 1 
mL de água estéril. Foi aferida a OD600 de todas as amostras e transferido o volume 
necessário para tubos de 10 mL contendo 4 mL (semi-anaerobiose) e 7 mL 
(anaerobiose) de meio líquido de YNB 0,7% contendo 10% de xilose para atingir 
uma OD600 inicial de 0,1 e 1. Os tubos de ensaio foram incubados a 30ºC sob 
agitação de 100 rpm. A cada 24 h de cultivo, uma alíquota de 10 µL foi retirada para 
aferição da OD600. Ao final de 3 dias de cultivo, uma alíquota de 500 µL foi retirada 
para avaliação de possíveis contaminantes por microscopia e para ser estocada com 
40% de glicerol a -80°C. Foi calculado o volume necessário destes cultivos para 
serem inoculados novamente em outros 4 e 7 mL de YNB 0,7% com 10% de xilose 
para uma OD600 inicial também de 0,1 e 1. Este procedimento de repiques 
sucessivos foi repetido por oito vezes.  
Ao final dos oito repiques, os dois clones que apresentaram o melhor 
crescimento foram inoculados em 7 mL de YNB 0,7% com 50% de xilose a uma 
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OD600 inicial de 1 sob agitação de 200 rpm e 30°C. Estes clones foram submetidos 
ao mesmo procedimento de repiques sucessivos explicitado acima por mais 5 vezes. 
5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 – Amplificação dos genes que codificam os transportadores HxtB 
e Gxf1 e clonagem em pGEM T-easy  
 
Primeiramente, a cepa de A. nidulans foi cultivada em meio mínimo com 
2% de xilose, seu RNA foi extraído e o cDNA foi sintetizado, mas não foi possível 
amplificar o gene desejado a partir deste material. Foi feito novamente seu cultivo, 
mas com 2% de glicose, e após a extração do RNA total e sua conversão a cDNA, 
novamente não foi observada a amplificação do hxtB. Após algumas outras 
tentativas sem sucesso, o oligo reverso (HxtB_Rv) foi redesenhado para anelar 36 
nucleotídeos antes do stop codon do gene, eliminando a formação de um hairpin 
que havia no oligo anterior (5’ – 
GAATTAATAAAAGTGTTCGCTTAATCCTTCTCAGTCATACCCA – 3’). Para garantir 
que a falta destas bases nitrogenadas não geraria nenhuma alteração significativa 
na proteína, uma análise dos domínios transmembrânicos foi realizada no programa 
TMHMM Server v. 2.0, na qual foi observado que nenhum domínio significativo seria 
alterado. O cDNA sintetizado a partir do crescimento do A. nidulans em glicose foi 
então utilizado como molde em uma reação de PCR com este novo oligo, e o hxtB 
foi amplificado com sucesso (1566 pb). A Figura 1A mostra a ausência de 
amplificação com o primeiro par de oligos enquanto que a Figura 1B mostra a 







Figura 1 – Gel de agarose mostrando a não amplificação do hxtB com o 
primeiro par de oligos (A) e a amplificação com o oligo reverse redesenhado (B). 
Alíquotas do mesmo cDNA (1 e 2) foram utilizadas como molde da reação de PCR 
com oligos ITS3/4, representando o controle positivo da reação (ctrl+) e a reação 
sem nenhum DNA representando o controle negativo (ctrl-) em (B). O padrão 
utilizado em (A) foi o GeneRuler 100pb Plus DNA ladder (Thermo Scientific) e em 
(B), o GeneRuler 1kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific). 
 
O transportador Gxf1 de C. intermedia foi escolhido por ser um dos de 
maior afinidade por xilose já descrito na literatura até o momento de sua escolha 
(Fonseca et al., 2011). Entretanto, quando inserido em S. cerevisiae, a cepa 
consumiu aproximadamente 70% da xilose total. Desta forma, o projeto visou 
melhorá-lo pela inserção de mutações aleatórias em sua sequência nucleotídica. A 
Figura 2 mostra o resultado da reação da amplificação do gxf1 (item 4.3.2) a partir 










Figura 2 – Gel de agarose contendo as amplificações do gxf1 nas três 
cepas de C. intermedia (Y611, Y612 e Y613). O padrão utilizado foi o GeneRuler 1kb 
Plus DNA ladder (Thermo Scietific). 
 
Os amplificados de hxtB e gxf1 foram clonados no vetor pGEM T-easy e 
confirmados por sequenciamentos com oligos específicos para cada gene (item 
4.3.2). A clonagem destes genes se mostrou importante para eliminarmos a 
necessidade do uso recorrente de cDNA, que é trabalhoso para ser obtido. Além 
disso, a amplificação dos genes dos transportadores pela técnica de PCR error 
prone rendeu maior quantidade de produto quando realizada utilizando como molde 
o pGEM-HxtB e pGEM-Gxf1 em relação ao uso do cDNA, dado a maior 
disponibilidade do gene alvo para ser amplificado durante a reação.  
Após o sequenciamento, o contig referente ao hxtB foi montado e quando 
comparado com a sequência depositada (ID: XM_659181.1), verificou-se 100% de 
identidade (dados não mostrados). Já a análise do gxf1 mostrou que o mesmo 
possuía duas mutações sinônimas em relação a sequência depositada no banco de 
dados do NCBI (ID: Q2MDH1) (Figura 3). A primeira mutação foi uma troca de uma 
timina por uma citosina na posição 144, e os respectivos códons dão origem ao 
mesmo aminoácido (serina). A segunda foi na posição 453, onde uma timina foi 
trocada por citosina, na qual os códons codificam a isoleucina. Estas mutações são 
comumente encontradas entre duas sequências nucleotídicas que codificam a 
mesma proteína, mas que são provenientes de linhagens diferentes do mesmo 
organismo. Assim, ambos os genes foram amplificados corretamente e estavam 





Figura 3 - Alinhamento entre as sequências do transportador Gxf1 obtida 
em nosso trabalho (Gxf1) e a sequência depositada no NCBI (Gxf1_depositada). A 
região consenso entre as duas sequências é representada na forma de barras 





5.2- Transformação e confirmação dos genes que codificam aos 
transportadores Gxf1 e HxtB em EBY274  
 
A cepa EBY274, contendo xyl1 (enzima xilose redutase – XR), xyl2 (xilitol 
desidrogenase – XDH) e xks1 (enzima xilulose quinase – XK) para metabolismo de 
xilose, foi transformada com plasmídeo pRH195 linearizado e o gene do 
transportador Gxf1. As transformações foram plaqueadas em meios contendo 0,1%, 
2% e 5% de xilose, pois este transportador possui baixa afinidade por este açúcar 
(Leandro et al., 2006; Tanino et al., 2009), e não sabíamos se em uma concentração 
maior do mesmo (2%) recuperaríamos os transformantes. Entretanto, verificamos 
que nestas concentrações utilizadas houve crescimento, e isso indicou que não só o 
plasmídeo pRH195 foi inserido, como também que o gxf1 foi corretamente clonado 
no mesmo, uma vez que o crescimento foi devido ao transportador e ao 
metabolismo da xilose. Algumas colônias (numeradas como de 6 a 10) foram 
analisadas pela amplificação do gene do transportador Gxf1 e 4 delas possuíam o 
gene de interesse (Figura 4). A colônia 8 foi selecionada para sequenciamento do 
gxf1, e como o mesmo foi proveniente de uma amplificação utilizando-se o pGEM-
Gxf1 do item 5.1, a sequência que já havia sido analisada foi confirmada, mostrando 
que esta transformação ocorreu como esperado. 
 
 
Figura 4 – Gel de agarose com as amplificações na altura esperada 
(~1600 pb) para o gxf1 nas colônias 6 a 9 (col6, col7, col8, col9). Há duas 
amplificações para cada gene pois foram testadas duas temperaturas de 
anelamento (48ºC e 52ºC). Foi realizado um controle negativo (ctrl-) e positivo (ctrl+). 





Para construção da cepa EBY274-HxtB, o plasmídeo pRH195-HxtB foi 
extraído da cepa EBY-HxtB gentilmente cedida pelo Dr. Gustavo H. Goldman e 
previamente confirmado por PCR (dados não mostrados). Em seguida, este 
plasmídeo foi inserido com sucesso na cepa EBY274 e confirmado pela amplificação 
do hxtB (Figura 5). Como descrito por Dos Reis e colaboradores (2013), a sequência 
deste transportador já foi analisada e não possui mutações. Assim, conclui-se que 
as cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB foram construídas com sucesso. 
 
 
Figura 5 – Gel de agarose mostrando a amplificação na altura esperada 
(~1600 pb) para o hxtB (col1). Foi realizado um controle negativo (ctrl-) da reação e 
o padrão utilizado foi o GeneRuler 1kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific).  
 
5.3 – Curvas de crescimento das cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB 
em diferentes açúcares 
 
A fim de analisarmos a capacidade de transporte do Gxf1 e do HxtB, 
foram realizadas curvas de crescimento em meio definido contendo vários açúcares 
com as cepas EBY274-Gxf1 (Figuras 6 e 7) e EBY274-HxtB (Figuras 8 e 9). 
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Figura 6 – Curva de crescimento da cepa EBY274-Gxf1 em meio 
contendo glicose e maltose em diferentes concentrações. O cultivo foi feito por 168 
horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros representam 
os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do experimento. 
 
 
Figura 7 – Curva de crescimento da cepa EBY274-Gxf1 em meio 
contendo xilose e arabinose em diferentes concentrações. O cultivo foi feito por 168 
horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros representam 
os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do experimento. 
 
Observa-se que o transportador Gxf1, em S. cerevisiae, é um bom 
transportador de glicose, pois os valores de crescimento celular para este açúcar 
estão próximos aos de maltose (açúcar utilizado como controle no crescimento), que 
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utilizamos como controle (Figura 6). Entretanto, observa-se que o transporte é 
menos eficiente para os açúcares com cinco carbonos (xilose e arabinose), e varia 
entre eles (Figura 7). Em relação à xilose, há um pequeno crescimento celular, o que 
não ocorre em arabinose, mostrando, portanto, a especificidade deste transportador 
para estes açúcares. Neste contexto, pequenas modificações na sequência e 
estrutura de transportadores podem ser responsáveis por mudanças em sua 
especificidade e eficiência (Apel et al., 2016) de transporte, logo, pode-se até 
hipotetizar que o transporte de arabinose ocorre, mas não a sua metabolização, por 
isso não vemos o crescimento desta cepa neste açúcar. Apenas ensaios mais 
refinados, como marcação isotópica deste açúcar, poderiam elucidar esta questão.  
Embora tenha havido um pequeno crescimento da EBY274-Gxf1 em 
xilose, os valores ainda estão muito inferiores aos encontrados no crescimento com 
glicose e maltose, mostrando a necessidade de melhorar sua eficiência e afinidade 
para o transporte deste açúcar. A metodologia empregada neste projeto está de 
acordo com tal necessidade, uma vez que visou inserir mutações nos genes dos 
transportadores visando melhorar suas características de transporte de xilose. 
As curvas de crescimento para a cepa EBY274-HxtB corroboraram com 
os dados da literatura publicados por Dos Reis e colaboradores em 2013 mas, no 
presente trabalho, também foi testado o transporte de arabinose. Como é possível 
observar, não houve crescimento da cepa EBY274-HxtB em meios contendo glicose 
e arabinose em nenhuma das concentrações testadas (Figuras 8 e 9). Apesar de ter 
havido um crescimento nas condições contendo xilose como fonte de carbono, este 
crescimento foi menor que o observado em maltose. Além disso, as cepas 
apresentaram um pico de crescimento após 144 horas de cultivo nas condições 
contendo maltose, arabinose e xilose, que pode ser atribuído ao remodelamento 
metabólico chamado de diauxic shift, no qual a S. cerevisiae passa a realizar a 
respiração oxidativa do etanol devido a condição de depleção da fonte de carbono. 





Figura 8 – Curva de crescimento da cepa EBY274-HxtB em meio 
contendo maltose e glicose em diferentes concentrações. O cultivo foi feito por 168 
horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros representam 
os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do experimento. 
 
 
Figura 9 – Curva de crescimento da cepa EBY274-HxtB em meio 
contendo arabinose e xilose em diferentes concentrações. O cultivo foi feito por 168 
horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros representam 
os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do experimento. 
 
As cepas EBY274-Gxf1 e EBY274-HxtB possuem algumas diferenças no 
padrão de crescimento que são bastante evidentes. A primeira delas é a capacidade 
Gxf1 de transportar glicose, pois observa-se que o crescimento da cepa neste 
açúcar é bem próximo ao crescimento em maltose, que é o açúcar utilizado como 
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controle. Entretanto, quando as capacidades de crescimento em xilose são 
analisadas, é nitido que o crescimento da cepa EBY274-HxtB é superior a EBY274-
Gxf1, e esta diferença pode estar relacionada a maior capacidade de transporte 
deste açúcar pelo HxtB.  
 
5.4 – Amplificação pela técnica de PCR error prone (indução de 
mutações) dos genes que codificam aos transportadores HxtB e Gxf1 
 
As primeiras reações de PCR error prone realizadas não resultaram em 
amplificação (dados não mostrados). Após vários testes, verificou-se que a reação 
mais eficiente deveria conter no máximo 1,5 mM de MnCl2 e 30 ciclos de 
amplificação. Neste tipo de experimento é necessário controlar a taxa de mutações 
que será inserida em cada gene, pois uma alta quantidade de mutações aumenta a 
probabilidade deste gene codificar a uma proteína inativa. Por outro lado, uma baixa 
quantidade de mutações diminui a probabilidade de ser obtido um gene codificando 
a um transportador com as características alteradas. Tendo isso em vista e 
baseados no artigo de Wilson e Keefe, 2000, foram feitas amplificações com 25 e 30 
ciclos e uma concentração de MnCl2 de 0,5 e 1,5 mM. Desta forma, foi gerado uma 
alta diversidade de amplificados com diferentes quantidades de mutações, para 
posterior análise pelos ensaios de drop out e crescimento em meio definido com 
xilose.  
A Figura 10 refere-se às amplificações por PCR error prone dos genes 
hxtB (A) e gxf1 (B), respectivamente. Como pode ser observado, a intensidade 
destas amplificações é menor que a proveniente do PCR convencional (Figuras 1 e 










Figura 10 – Gel de agarose contendo as bandas de amplificação dos 
genes hxtB (A) e gxf1 (B), ambos de aproximadamente 1600 pb. A amplificação do 
primeiro está em triplicata (H1, H2 e H3) e do segundo, em duplicata (G1 e G2). Os 
padrões utilizados foram o GeneRuler 1kb Plus DNA ladder (A) e GeneRuler 100pb 
Plus DNA ladder (B), ambos da Thermo Scientific. 
 
Devido à baixa eficiência de amplificação, as reações de PCR error prone 
foram feitas em decaplicatas, para garantir uma quantidade suficiente de material 
para clonagem no plasmídeo pRH195 e consequentemente obtenção de vários 
clones para serem avaliados. Em média, partindo de dez reações de PCR error 
prone, obtinha-se cerca de 1,5 µg de DNA purificado. Esta quantidade era suficiente 
para realizar aproximadamente 10 reações de transformação (item 4.2).  
 
5.5 – Construção das cepas EBY274-HxtBmut e EBY274-Gxf1mut 
 
Para seleção das mutações desejadas, as transformações foram 
plaqueadas em meios contendo 0,5 e 5% de xilose, para selecionar transportadores 
com diferentes afinidades por este açúcar. Nos primeiros testes realizados, as 
transformações resultaram em um número reduzido de transformantes, muito 
provavelmente pois: a) as mutações inseridas nos genes dos transportadores foram 
deletérias, b) os genes codificaram proteínas incapazes de transportar xilose, c) 
estes genes mutados codificaram transportadores cuja afinidade pela xilose não é 
 





compatível com as concentrações usadas deste açúcar e d) a recombinação 
homóloga não foi realizada com sucesso.  
Após várias tentativas, variando-se as concentrações de plasmídeo e dos 
genes mutados, foi estabelecida a melhor relação de concentração de DNA 
inserto:vetor, partindo de 350 ng de pRH195 linearizado e 83 ng de inserto (1:3). 
Desta forma, dez transformações foram realizadas para cada transportador mutado, 
nas quais foram gerados aproximadamente 10 clones por placa de cada 
transformação realizada. As maiores colônias foram selecionadas e estocadas em -
80°C para posterior análises nos ensaios de drop out. 
 
5.6 – Ensaios de drop out dos clones mutados de EBY274-HxtBmut e 
EBY274-Gxf1mut  
 
Ensaios de drop out foram realizados para uma varredura inicial dos 
clones obtidos, pois é operacionalmente inviável testá-los diretamente em ensaios 
de curvas de crescimento. Assim, foi realizado o ensaio para 119 clones de EBY274-
Gxf1mut e 87 clones de EBY274-HxtBmut e estão sendo apresentados os 
resultados dos clones que obtiveram os melhores resultados. A maltose foi utilizada 
como controle de crescimento, uma vez que este é o açúcar para o qual a levedura 
EBY VW.4000 possui os transportadores. Após a inoculação dos clones nas 
respectivas placas com as concentrações de 0,5, 2 e 5% de xilose e 2% de glicose e 
maltose, foi acompanhado diariamente o crescimento das mesmas. A diferenciação 
dos clones se iniciava a partir do quarto/quinto dia de incubação, e as placas eram 
então fotografadas.  
Observou-se que para os primeiros ensaios de drop out, ou seja, dos 
clones anteriores ao clone C44 de EBY274-Gxf1mut, não houve mudança em 
relação ao controle (dados não mostrados). Isto ocorreu pois as condições da PCR 
error prone estavam muito brandas, provavelmente gerando mutações 
insignificantes. A partir desta observação, aumentamos a estringência das 
amplificações, e, como consequência, alguns clones perderam a capacidade de 
crescimento em xilose (dados não mostrados). As Figuras 11 a 22 mostram os 
71 
 
melhores clones de EBY274-Gxf1mut obtidos neste trabalho (44, 80, 82, 83, 85, 88, 
90, 92, 100, 110, 116 e 118). 
 
 
Figura 11 – Ensaios de drop out do clone 44 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7 % YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 12 – Ensaios de drop out do clone 80 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 13 – Ensaios de drop out do clone 82 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 14 – Ensaios de drop out do clone 83 de EBY274-Gxf1mut em meio 
0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 




Figura 15 – Ensaios de drop out do clone 85 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 16 – Ensaios de drop out do clone 88 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 17 – Ensaios de drop out do clone 90 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 18 – Ensaios de drop out do clone 92 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 19 – Ensaios de drop out do clone 100 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 20 – Ensaios de drop out do clone 110 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 21 – Ensaios de drop out do clone 116 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 22 – Ensaios de drop out do clone 118 de EBY274-Gxf1mut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-Gxf1, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
Baseados nestes ensaios, pôde-se verificar que as características de 
transporte de glicose e xilose foram alteradas pela mutagênese via PCR error prone 
uma vez que diversos clones mostraram diferenças de crescimento em cada açúcar. 
A Tabela 2 resume as diferenças entre os clones e a cepa controle. 
77 
 
Tabela 2 – Diferenças de crescimento entre os melhores clones mutados 
EBY274-Gxf1mut e a cepa controle EBY274-Gxf1, nas respectivas concentrações de xilose 
(X) 0,5, 2 e 5% e glicose (G) 2%. O símbolo vermelho (Ø) indica que não houve 
crescimento, o azul (=) indica que o crescimento foi igual ao controle, o amarelo (-) significa 













Como descrito por Leandro e colaboradores (2006) e Fonseca e 
colaboradores (2014), o Gxf1 é capaz de transportar glicose. Este fenômeno foi 
observado em todos os drop outs da cepa controle EBY274-Gxf1, entretanto, alguns 
clones mutados perderam totalmente esta capacidade (C82, C83 e C90, Figuras 13, 
14 e 17) e outros a diminuíram (C44, C80, C92, C100, C110, C116 e C118, Figuras 
11, 12, 18, 19, 20, 21 e 22), indicando que diferentes mutações foram inseridas nos 
transportadores dos respectivos clones e que prejudicaram o transporte deste 
açúcar.  
Em relação ao transporte de xilose, foi possível observar diferentes 
fenótipos e, em sua maioria, os clones foram superiores ao controle. Vale ressaltar 
que, durante a mutagenização, inúmeros clones menos eficientes para transportar 
EBY274-
Gxf1mut 
G 2% X 0,5% X 2% X 5% 
C44                 
C80 
    
C82 
    
C83     
C85 
    
C88 
    
C90 
    
C92 
    
C100 
    
C110 
    
C116 
    
C118 
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este açúcar também foram criados, mas somente as maiores colônias das placas 
foram escolhidas para serem analisadas por drop out. 
Observa-se que todos os clones tiveram seu crescimento em xilose em 
2% superior ao controle, indicando que possivelmente as mutações inseridas 
favoreceram o transporte deste açúcar nesta concentração, bem como para a xilose 
em 0,5% (exceto o clone C88). Isto indica que talvez os transportadores gerados 
possuem maior eficiência no transporte em dadas concentrações deste açúcar, visto 
que para xilose 5%, cinco clones não cresceram (C80, C82, C83, C85 e C88). 
Selecionamos como os melhores clones, aqueles que cresceram mais em todas as 
concentrações testadas de xilose, como é o caso do C44, C90, C92, C100, C110, 
C116 e C118. É interessante observar que estes tiveram uma piora no crescimento 
em glicose ou então perderam totalmente esta capacidade (clone C90), sugerindo 
que seu transportador não é capaz de transportar este açúcar. 
Em relação aos fenótipos obtidos, pode-se dizer que dependendo da 
maneira como a fermentação da xilose for feita, existem transportadores que seriam 
mais adequados. Por exemplo, se a estratégia fermentativa fosse a de co-
fermentação dos açúcares, os transportadores dos clones C44, C80, C92, C100, 
C110, C116 e C118 seriam mais adequados, pois ainda mantém certa capacidade 
de transporte de glicose e uma melhoria no transporte de xilose. Entretanto, visando-
se a uma aplicação industrial, não há grande interesse que os mesmos transportem 
glicose, pois as cepas industriais já o fazem com grande eficiência. Portanto, 
conclui-se que o melhor transportador seria o do C90, cuja capacidade de xilose foi 
melhorada em todas as concentrações e, como mencionado, ele não apresenta 
capacidade de crescer em glicose. 
Da mesma forma como para o Gxf1, foram feitos ensaios de drop out para 
os clones contendo o HxtB mutado. As Figuras 23 a 30 apresentam os resultados 
dos melhores clones avaliados (C41, C42, C43, C54, C55, C56, C57 e C59) e 
Tabela 3 resume as diferenças de crescimento entre os clones em relação a cepa 





Figura 23 - Ensaios de drop out do clone 41 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-HxtB, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 24 - Ensaios de drop out do clone 42 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 25 -  Ensaios de drop out do clone 43 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-HxtB, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 26 - Ensaios de drop out do clone 54 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 27 - Ensaios de drop out do clone 55 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-HxtB, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 28 - Ensaios de drop out do clone 56 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 





Figura 29 - Ensaios de drop out do clone 57 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-HxtB, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
 
Figura 30 - Ensaios de drop out do clone 59 de EBY274-HxtBmut em 
meio 0,7% YNB com 2% de maltose (M), glicose (G), 0,5, 2 e 5% de xilose (X) nas 
diluições com OD de 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005. Como controle foi utilizado a 
EBY274-HxtB, que contém o respectivo transportador sem mutação. 
 
Tabela 3 – Diferenças de crescimento entre os melhores clones mutados 
EBY274-HxtBmut e a cepa controle EBY274-HxtB, nas respectivas concentrações 
de xilose (X)0,5, 2 e 5% e glicose (G) 2%. O símbolo vermelho (Ø) indica que não 
houve crescimento, o azul (=) indica que o crescimento foi igual ao controle, o 
amarelo (-) significa que os clones cresceram menos que o controle e o verde (+) 





G2% X0,5% X2% X5% 
C41 
    
C42 
    
C43 
    
C54                
C55 
    
C56             
   
C57           
   
C59            
  
            
 
Observa-se que a capacidade de crescer em glicose foi melhorada nos 
clones C41, C42, C43, C55, C56 e C57 e se manteve inalterada nos clones C54 e 
C59. Já em relação a xilose nas concentrações de 0,5 e 2%, todos os clones 
obtiveram um resultado mais expressivo em relação ao controle, exceto o C55 e o 
C57, que em 2% xilose mantiveram-se semelhantes. Também foi possível observar 
que, em xilose 5%, nenhum dos clones analisados conseguiu atingir o mesmo 
crescimento em placa que a cepa controle. Este é um dado interessante pois é 
desejado que um transportador consiga realizar a absorção de açúcares em altas 
concentrações, pensando-se em sua aplicação industrial.  
As condições de amplificação do hxtB foram realizadas com maior 
variação na concentração dos reagentes e também no número de ciclos, pois 
percebeu-se que quando estas eram brandas, os clones gerados não apresentavam 
diferença em relação ao controle, e somente quando as condições eram mais 
severas que clones com diferentes fenótipos eram obtidos. Podemos hipotetizar as 
razões pelas quais isto ocorreu, e uma delas possivelmente relaciona-se ao fato que 
o HxtB, como descrito por Dos reis e colaboradores em 2013, já é uma proteína com 
capacidade de transporte de xilose em baixas concentrações, e que desta forma 
seria mais difícil melhorá-lo para transportar este açúcar em concentrações mais 
altas. Assim, apesar do método de PCR error prone ser bastante robusto para a 
inserção de mutações aleatórias, verificamos que possivelmente a gama de 
mutações e sua combinação para fazer com que o HxtB transporte xilose em altas 
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concentrações é mais específica e, portanto, mais difícil probabilisticamente de ser 
obtida.  
 
5.7 – Análise das curvas de crescimento das cepas EBY274Gxf1mut 
e EBY274HxtBmut e avaliação de mutações 
 
5.7.1 – Curvas de crescimento EBY274-Gxf1mut  
 
Como o drop out não possui uma grande sensibilidade para elucidar 
diferenças de crescimento entre os clones dos transportadores Gxf1 e HxtB (Tabelas 
2 e 3), eles foram submetidos ao ensaio de curvas de crescimento em meio líquido. 
Como há sempre variações experimentais não controláveis a cada vez que um 
experimento é realizado (pequenas variações na quantidade inicial de células, 
estado metabólico das mesmas, variações no volume e composição dos meios, 
concentração de açúcares e pequenas variações de temperatura) em todas as 
análises de crescimento foi também realizada a análise da cepa controle. Os valores 
aferidos eram diarimente plotados nos gráficos com o intuito de observar se estavam 
coerentes, ou se houve algum erro na medição ou na coleta do meio de cultura. 
Durante o experimento e ao final das 168 horas de cultivo, uma alíquota de 10 µL de 
cada réplica biológica foi retirada e analisada por microscopia eletrônica em busca 
de possíveis contaminações, que não foram detectadas em nenhuma amostra. 
Em relação às análises dos clones de Gxf1, apresentaremos os 
resultados de quatro clones por vez, seguindo a ordem crescente de sua 
nomenclatura. A Figura 31 mostra a curva de crescimento dos clones C44, C80, C82 
e C83 em maltose, com os clones atingindo aproximadamente a OD600 de 2,5, 
indicando que estavam viáveis. O mesmo perfil foi observado para os demais 
clones, por isso os dados não foram apresentados. A Figura 32 apresenta as curvas 
de crecimento da cepa controle EBY274-Gxf1 WT e dos clones C44, C80, C82 e 




Figura 31 – Curvas de crescimento dos clones C44, C80, C82, C83 e a 
cepa controle (WT) em maltose 2%. O cultivo foi feito por 168 horas (hrs) com 
aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros representam os desvios 
padrão calculados para as réplicas biológicas do experimento. 
 
   
Figura 32 – Curvas de crescimento dos clones C44, C80, C82, C83 e a 
cepa controle (WT) nos açúcares xilose 0,5, 2 e 5% e glicose 2%. O cultivo foi feito 
por 168 (hrs) horas com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros 
representam os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do 




Como é possível observar, ao final do cultivo em xilose 5%, as cepas C44 
e C82 obtiveram os maiores valores de crescimento em relação a cepa selvagem, 
com OD600 de 2,4 e 1,3 respectivamente (resultados estes que foram os maiores 
obtidos em relação a todas as cepas de EBY274-Gxf1mut em todas as 
concentrações de xilose). Já as cepas C80 e C83 não apresentaram diferenças 
significativas em relação a cepa selvagem. O interessante é que para a maioria dos 
clones, as curvas de crescimento corroboram com ensaios de drop out. Por 
exemplo, o clone C44, em comparação com os analisados na Figura 32, foi o único 
que apresentou crescimento no drop out em xilose 5% (Figura 11) e mostrou esse 
melhor crescimento em meio líquido. Os demais já haviam mostrado a incapacidade 
de crescer em xilose 5% e não cresceram em meio líquido, com exceção do clone 
82. Devido a isto, uma alíquota de 10 µL das três réplicas biológicas desta cepa no 
tempo de 168 horas foram analisadas no microscópio eletrônico, não apresentando 
indícios de contaminação por bactérias.  
Para as curvas de crescimento em xilose 2%, novamente o clone C44 se 
destacou, juntamente com o clone C80, pois apresentaram valores de OD600 
superiores aos atingidos pelo controle. O clone C82 apresentou um crescimento 
similar ao controle e o clone C83 não cresceu de forma significante. Quando 
comparamos estes resultados com os ensaios de drop out, notamos que o clone 
C82 foi superior ao controle em meio sólido (Figura 13), mas em meio líquido seu 
desempenho foi similar e isto pode ser devido à maior sensibilidade dos ensaios em 
meio líquido. Já em relação ao clone C83, a diferença foi substancial, pois em placa 
o mesmo apresentou um crescimento superior ao controle (Figura 14), mas o 
resultado foi o inverso em meio líquido. As curvas de crescimento dos clones C44, 
C82 e C83 foram refeitas e os resultados foram os mesmos (dados não mostrados). 
Em geral, as cepas em xilose 0,5% apresentaram um pequeno crescimento, exceto 
para a cepa controle que atingiu quase uma OD600 de 1,0 e para a cepa C80 que 
ficou em aproximadamente em 0,6 nos tempos mais tardios de cultivo.  
Já para a condição de glicose 2% (Figura 32), a cepa controle apresentou 
um crescimento muito similar ao encontrado em maltose 2% (Figura 31), 
evidenciando a capacidade do Gxf1 em transportar e metabolizar este açúcar. A 
cepa C44 também apresentou um bom crescimento neste meio, corroborando com 
seus ensaios de drop out (Figura 11), já que entre as 3 cepas foi a única que 
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manteve crescimento em glicose 2% (Figura 32). Entretando, observa-se que os 
perfis são diferentes entre o clone C44 e o controle, provavelmente consequência 
das afinidades dos respectivos transportadores. 
A Figura 33 representa as curvas de crescimento dos clones C85, C88, 
C90 e C92. Neste caso, decidiu-se começar o experimento com uma OD600 inicial de 
0,5, superior à do experimento anterior que começou com 0,2, para tentarmos 
diminuir a extensa fase lag observada, e esta estratégia demonstrou-se adequada.  
 
 
Figura 33 – Curvas de crescimento dos clones C85, C88, C90, C92 e a 
cepa controle (WT) nos açúcares xilose 0,5, 2 e 5% e glicose 2%. O cultivo foi feito 
por 168 (hrs) horas com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros 
representam os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do 
experimento. 
 
Na condição de xilose 5%, os clones C90 e C92 apresentaram valores de 
crescimento aproximadamente duas vezes superiores ao da cepa controle, enquanto 
que os demais não apresentaram crescimento. Estes valores corroboram com os 
resultados observados nos ensaios de drop out (Figuras 17 e 18). Em xilose 2%, 
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observa-se que todas as cepas obtiveram valores finais de crescimento superiores 
ao controle, exceto para o clone C92 que obteve valores bem próximos, e os 
mesmos estão de acordo com o observado nos ensaios de drop out (Figura 18). Já 
para xilose 0,5%, observa-se um maior crescimento do clone C85 em relação a cepa 
controle, enquanto que os demais apresentaram um crescimento inferior, ou até 
mesmo ausência, como o caso da cepa C92. Para esta concentração de açúcar, os 
dados não corroboraram com os obtidos pelos drop outs, provavelmente devido a 
falta de sensibilidade do ensaio.  
Já em glicose 2%, os clones C85 e C88 obtiveram os valores finais de 
OD600 próximos aos da cepa controle, mas seu crescimento aconteceu de forma 
mais lenta, como é possivel evidenciar na fase log das respectivas curvas. Nesta 
condição, todos as curvas corroboraram com as seus respectivos drop outs (Figuras 
15 e 16).  
Por fim, a Figura 34 mostra os gráficos dos clones de EBY274-Gxf1mut  
C100, C110, C116 e C118 com OD600 inicial de 0,5. Observa-se que em xilose 5%, 
os clones C100, C110 e C116 apresentaram um maior crescimento que a cepa 
controle, como também observado nos drop outs (Figuras 19, 20 e 21), enquanto 
que o clone C118 apresentou um menor crescimento,  que não corrobora  seu drop 
out (Figura 22). Curiosamente, em todos os drop outs, a cepa controle EBY274-Gxf1 
não cresceu em xilose 5%, enquanto que em meio líquido sim, provavelmente 
devido as características que este tipo de ensaio proporciona, como a aeração, que 
de alguma maneira influencia no metabolismo da xilose uma vez que a regeneração 
dos cofatores das enzimas codificadas pelo plasmídeo pRH274 depende desta 
variável, que é menor em meio sólido. Em xilose 2%, todos os clones apresentaram 
crescimento que se assemelha ao observado em seus drop outs (Figuras 19 a 22), 
com crescimento superior à cepa controle (com destaque ao C116), com exceção do 
C118 que está similar.  
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Figura 34 – Curvas de crescimento dos clones C100, C110, C116, C118 
e a cepa controle (WT) nos açúcares xilose 0,5, 2 e 5% e glicose 2%. O cultivo foi 
feito por 168 horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de erros 
representam os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do 
experimento. 
 
Por fim, as curvas de crescimento em xilose 0,5% (Figura 34) mostram 
que os resultados não estão de acordo com o observado em seus drop outs (Figuras 
19, 20, 21 e 22), pois somente os clones C100 e C110 atingiram valores de 
crescimento similares aos da cepa controle (se considerarmos os desvios padrão), 
enquanto que os demais claramente cresceram menos que a EBY274-Gxf1. 
Todas as curvas para os clones de EBY274-Gxf1mut  foram avaliadas 
quanto a presença de contaminantes por meio de análises de microscopia, que 
indicaram não haver contaminação bacteriana. Sendo assim, o crescimento 





5.7.2 – Análise de açúcar e outros metabólitos  por HPLC dos clones 
C90, C92 e C118 de EBY274-Gxf1mut 
 
Com o objetivo de observar o consumo da xilose, a produção de etanol ou 
subprodutos da fermentação da xilose, foram feitas análises por HPLC dos 
sobrenadante das curvas dos clones EBY274-Gxf1mut C90, C92 e C118. A Figura 
35 mostra os gráficos de consumo da xilose nas três concentrações avaliadas, a 
partir de 48 horas de cultivos até 120 horas de cultivo, pois é neste intervalo que 
acreditamos haver o maior consumo deste açúcar.  
 
Figura 35 – Consumo de xilose (0,5%, 2 e 5%) pelos clones de EBY274-
Gxf1mut C118, C92, C90 e a cepa controle EBY274-Gxf1 WT. Foram feitas duas 
duplicatas para cada amostra e as barras de erros em preto representam o desvio 
padrão entre as réplicas. O cultivo foi feito por 120 horas (hrs) com aferição a cada 
24 horas a partir do segundo dia (48 hrs).  
 
É possível observar que em todas as condições houve a absorção deste 
açúcar por alguns clones, mas que o mesmo foi, em geral, baixo. Para a 
concentração inicial de 0,5% de xilose (5 g/L) é possível notar que não houve 
consumo pelo clone C92, o que corrobora com o resultado de sua curva de 
crescimento nesta concentração. Já o clone C90 consome pouco mais de 1 g de 
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xilose e, por fim, o clone C118 mostra resultados mais expressivos e próximos a 
cepa controle, consumindo aproximadamente 3 g de um total de 5 g. É interessante 
observar que este clone não obteve resultados tão expressivos em relação a seu 
crescimento neste açúcar (Figura 34), mas foi o clone que mais realizou a absorção 
de xilose em 0,5 e 5%. Muito provavelmente este açúcar não foi direcionado para o 
crescimento celular e sim para produção de metabólitos, não avaliados neste 
trabalho. Para os demais clones, podemos inferir que este consumo de xilose se 
relaciona com o crescimento dos mesmos, que foi verificado pelas respectivas 
curvas de crescimento (Figuras 33 e 34), já que as análises de HPLC não 
detectaram etanol, xilitol, ácido acético e glicerol nas amostras (dados não 
mostrados). 
O interessante é notar que para a concentração de 2% de xilose, o 
consumo foi praticamente idêntico para os clones e para o controle, o que é 
coerente com suas curvas de crescimento, que também foram muito similares. O 
consumo de xilose neste caso foi de 4,5 g (concentração de 20 para 15,5 g/L), 
inferior em termos proporcionais ao consumo da xilose na concentração de 0,5%. 
Novamente nesta condição, não houve produção de nenhum metabólito. 
A Tabela 4 mostra alguns dos metabólitos analisados por HPLC e que 
foram produzidos durante crescimento em 120 horas de cultivo em maltose, além da 
concentração final deste açúcar (curvas de crescimento similares as da Figura 31 e 
por isso não foram mostradas). 
 
Tabela 4 – Concentração de metabólitos produzidos e da maltoseque 
restou no meio de crescimento das cepas C118, C92 e C90 de EBY274-Gxf1mut 





Etanol      
g/L 
Glicerol       
g/L 





WT 0,6666 0,2999 0,1722 0,0069 5,809 
C118 0,5005 0,2678 0,1649 0,0000 5,231 
C92 0,5017 0,7720 0,1498 0,0071 5,220 




Nota-se que houve uma pequena produção de etanol pelos clones, com 
destaque para o C90 que atingiu valores superiores aos demais. Isto indica que a 
maltose foi utilizada não só para o crescimento celular, mas também para a 
produção deste composto, mostrando que a capacidade fermentativa da EBY 
VW.4000 ainda está presente, mesmo após a deleção sucessiva de 21 genes pelo 
sistema de recombinases LoxP/Cre, que geraram inúmeras alterações genômicas 
(Solis-escalante et al., 2015).  
 
5.7.3 – Avaliação das mutações dos clones de EBY274-Gxf1mut 
 
Com o intuito de entender as melhorias e mudanças no transporte de 
xilose e glicose pelos clones mutados, os genes de cada clone foram sequenciados 
com uma cobertura mínima de duas vezes. A Tabela 5 mostra as mutações para os 
clones de EBY274-Gxf1mut. 
 
Tabela 5 – Mutações encontradas nos transportadores Gxf1 dos 
diferentes clones de EBY274-Gxf1mut. 
Clones EBY274-Gxf1mut    Mutações  
C44 I195L E280V N402T     
C80 F53L N349D T371S G458A V506D   
C82 N70D A159L G346V I442T    
C83 A11L M126T F267S H390P L484P   
C85 N320S N349T S407C     
C88 T64S I155L K297A I433T T469P   
C90 A106G I275T N320K N409I    
C92 F60C Y88F L345P N454S A539H   
C100 I46V G157V F350L I360T T451K L501S  
C110 Y132S E264D Y358H A453K    
C116 D61A I140T V165A C221V W224G N320S F421L 
C118 I18L V69A S142Y I179T D249E G286V S437C 
 
A Figura 36 mostra as mutações que consideramos mais relevantes do 
clone C90 e o Anexo 1 ilustra o alinhamento proteico entre o Gxf1 sem mutações 
(Gxf1_wt) e o transportador deste clone, que foi escolhido dado seu fenótipo 
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interessante, uma vez que perdeu a capacidade de transporte de glicose e, em 
xilose 5%, atingiu valores de OD600 duas vezes superiores a cepa controle (Figura 
34), o que indica uma possível melhora no transporte deste açúcar nesta 
concentração. É possível observar que as mutações A106G e N409I estão 
localizadas nas segunda e décima hélices transmembrânicas da proteína. A primeira 
mutação não sugere qualquer modificação e a segunda, apesar de estar localizada 
em uma hélice trasmembrânica com algumas mutações já estudadas e responsáveis 
por alterar o transporte de açúcares, ocorreu em um aminoácido sem relevância e 
que não foi destacado em outros trabalhos. Já a mutação I275T se encontra no 
domínio PF00083, que é definido como de transporte de açúcares. Por se tratar da 
inserção de uma treonina (polar e não carregada) no lugar de um aminoácido apolar 
e alifático como a isoleucina, esta troca provavelmente pode gerar modificações 
estruturais na região que influenciam na interação intramolecular e também na 
interação com o substrato. Vale ressaltar que esta predição estrutural foi utilizada 
somente como referência da localização aproximada dos aminoácidos, pois sua 
qualidade estrutural avaliada pelas variáveis globais do SwissModel indicaram que a 
mesma possui baixa confiabilidade devido a limitação de modelos disponíveis para 
serem usados como molde da predição. Neste caso, a similaridade entre a 







         
Figura 36 - Representação estrutural do transportador Gxf1 mutado 
advindo do clone C90 de EBY274-Gxf1mut com as mutações mais relevantes 
destacadas em azul (I275T, treonina; N320K, lisina). 
 
A próxima mutação encontrada, a N320K, merece atenção pois há a troca 
de um aminoácido polar não carregado (asparagina) por um aminoácido polar e com 
uma carga positiva em sua cadeia lateral (lisina). Além disso, esta mutação localiza-
se no domínio PR00171 de transporte de açúcares que também é encontrado no 
transportador específico de xilose XylE de E. coli e no transportador de xilose XylT 
de Lactobacillus brevis (Wisedchairisi et al., 2014). Na Figura 36 é possível observar 
que a localização desta mutação é no interior do bolsão que se forma em torno das 
alfa hélices, voltada para dentro da molécula.  
Outro clone que apresentou resultados interessantes para crescimento 
em xilose foi o C44, que não perdeu a capacidade de crescimento em glicose mas 
obteve os maiores valores de OD600 dentre todos os clones de EBY274-Gxf1mut 
quando cultivado em xilose 2 e 5% (Figura 32). A Figura 37 ilustra as mutações mais 
relevantes encontradas, e o Anexo 2 mostra o alinhamento da estrutura primária do 
transportador Gxf1 mutado proveniente do clone C44 com o Gxf1 sem mutações 
(Gxf1_wt). Da mesma maneira como citado acima, esta predição estrutural também 
é de baixa qualidade, reforçando a necessidade de se realizar estudos como o de 
cristalografia, no qual os modelos 3D gerados possuem maior confiabilidade, 






Figura 37 - Representação estrutural do transportador Gxf1 mutado 
advindo do clone C44 de EBY274-Gxf1mut com as duas mutações mais relevantes 
destacadas em azul (E280V, valina; N402T, treonina). 
 
Primeiramente, destaca-se o pequeno número de mutações que foram 
responsáveis por tornar este transportador mais eficiente no transporte de xilose. A 
primeira mutação é a I195L, na qual há a troca de aminoácidos muito próximos 
físico-quimicamente (uma isoleucina por uma leucina), que ocorreu na quinta hélice 
transmembrânica e, apesar de esta ser uma região do Gxf1 que é similar 
estruturalmente a região de outro transportador de C. intermedia (Gxs1) descrita por 
alterar a afinidade do transportador por glicose, não deve ter influenciado neste 
quesito por se tratar de uma troca de aminoácidos parecidos, sendo que a mutação 
descrita na literatura foi de aminoácidos bastante diferentes em termos físico-
quimicos (Li et al., 2016). A segunda mutação, E280V, ocorreu em uma região 
relacionada ao transporte de açúcares, no domínio PS50850 classificado como MFS 
(Major Facilitator Family), e foi a troca do ácido glutâmico (carregado negativamente) 
por uma valina (apolar), que provavelmente alterou as interações inter e 
intramoleculares desta região. 
Por último, a mutação N402T ocorreu na região oposta a E280V, na 
região extracelular do transportador (Figura 37). Desta vez houve a troca de dois 
aminoácidos com características físico-químicas iguais, ambos neutros e polares. 
Entretanto, como esta modificação foi observada no domínio de MFS, pode ter 
contribuído para a melhoria deste transportador. No caso do Gxf1, observou-se que 
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se a mutação ocorre neste domínio, há uma alteração de transporte, indicando ser 
uma região importante, pois tanto o pequeno número de mutações do clone C44 
quanto o maior número do clone C90 foram posicionadas neste local e tornaram os 
respectivos transportadores melhores quanto a sua capacidade de transportar 
xilose. Em resumo, diferentes mutações em regiões conhecidas por atuarem no 
transporte podem conferir ao transportador características importantes referentes ao 
transporte de açúcares, e por isso devem ser sempre levadas em consideração.  
Neste sentido, outras mutações que não as destacadas nas Figuras 36 e 
37 também são relevantes, como por exemplo a (i) F53L na qual trocou-se um 
aminoácido aromático apolar (fenilalanina) por um apolar e alifático (leucina) 
justamente na posição 53, próxima a F58 conservada entre o Gxf1 e o Gxs1 que tem 
influência no transporte de açúcares (Young et al., 2012). Outras mutações 
interessantes pelo mesmo motivo da anterior são as (ii) F60C do clone C92 na qual 
troca-se outra fenilalanina por uma cisteína que é polar e não carregada e (iii) T64S 
do clone C88 onde uma treonina foi trocada por uma serina, mas por possuir uma 
hidroxila em sua cadeia lateral, torna-se um aminoácido reativo. Estas mutações são 
interessantes não somente pela localização que possivelmente é importante para o 
transporte de xilose, mas também por haver a troca de aminoácidos com 
características físico-químicas distintas, o que altera a dinâmica molecular de 
interações das regiões onde são inseridas. Desta forma, outras mutações que 
ocorrem no domínio MFS valem ser ressaltadas como a (iv) F267S do clone C83, na 
qual troca-se um aminoácido aromático por uma serina, (v) K297A do clone C88 na 
qual troca-se uma lisina carregada positivamente por uma alanina que é apolar, 
alifática e com uma cadeia lateral bem menor que a lisina e a (vi) V165A do clone 
C116 na qual a valina (apolar e alifática) é trocada pela alanina com as mesmas 
características físico-químicas. 
 
5.7.4 – Curvas de crescimento dos clones EBY274-HxtBmut 
 
De maneira similar, foram construídas as curvas de crescimento para os 
clones com o transportador HxtB mutado. Todos os clones foram avaliados segundo 
sua capacidade de crescimento em maltose 2% (dados não mostrados), 
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apresentando resultados semelhantes ao da Figura 31. As Figuras 38 e 39 ilustram 
as curvas em xilose 5, 2 e 0,5% e glicose 2% para os clones C41, C42, C43, C54, 
C55, C56, C57 e C59. 
 
 
Figura 38 – Curvas de crescimento dos clones C41, C42, C43, C54 e 
C59 e a cepa controle (WT) nos açúcares xilose 0,5, 2 e 5% e glicose 2%. O cultivo 
foi feito por 168 horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras de 






Figura 39 – Curvas de crescimento dos clones C55, C56, C57 e a cepa 
controle (WT) nos açúcares xilose 0,5, 2 e 5% e glicose 2%. O cultivo foi feito por 
168 horas com aferição da OD600 a cada 24 horas (hrs). As barras de erros 
representam os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do 
experimento. 
 
É possível observar que os valores de OD600 atingidos ao final do 
experimento em xilose 5% pelos clones C41, C54, C55, C56, C57 e C59 são 
similares aos obtidos pelos controles (Figuras 38 e 39). Este resultado não coincide 
com o observado nos respectivos drop outs para estes clones (Figuras 23, 26, 27, 
28, 29 e 30), nos quais em xilose 5% o crescimento dos clones mutados foi menor 
que o controle. O fato do C57 ter crescido de forma mais lenta em meio líquido, pode 
ser observado em seu drop out, no qual não houve crescimento significativo (Figura 
29). 
Já em relação ao crescimento dos clones em xilose 2%, todos foram 
superiores ou então similares ao controle nos ensaios de drop out, mas quando 
analisados pelas curvas de crescimento, pode-se dizer que esta diferença não foi 
evidente, exceto para os clones C41, C54 e C59. No crescimento em xilose 0,5% foi 
observado este mesmo perfil, no qual apenas o clone C55, que em placa cresceu 
mais que o controle (Figura 27) mas em meio líquido os valores observados foram 
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similares aos da cepa controle. Novamente, podemos atribuir estas diferenças entre 
os ensaios em meio sólido e líquido às diferenças inerentes a cada um. 
Por fim, confirmando os resultados dos drop outs, não houve crescimento 
em glicose 2% das cepas controle, C54 e C59 (Figuras 26 e 30), mas houve um 
pequeno crescimento dos clones C41, C42,C43 e C55 (Figuras 23, 24,25 e 27). Há 
de se ressaltar que os valores atingidos por estas cepas em glicose foi pequeno, 
mas corrobora com o pequeno crescimento em placa. Isto mostra que as mutações 
inseridas nestes transportadores os alterou de forma a gerar um fenótipo de 
capacidade de transporte deste açúcar. 
 
5.7.5 – Análise de açúcar e outros metabólitos por HPLC dos clones 
C41, C54 e C59 de EBY274-Gxf1mut 
 
Assim como para EBY274-Gxf1mut, também realizamos a análise de 
HPLC para alguns clones de EBY274-HxtBmut (C41, C54 e C59). Observa-se que 
os resultados de consumo de xilose foram muito próximos entre si (Figura 40), 
corroborando com as curvas de crescimento destes clones que também 
apresentaram um padrão de crescimento muito similar, inclusive com os valores da 
cepa controle muito próximos aos dos clones. O clone C59 foi o que mostrou um 
maior consumo deste açúcar nas concentrações de 2 e 5%, indicando que 






Figura 40 – Consumo de xilose (0,5%, 2 e 5%) pelos clones de EBY274-
HxtBmut C41, C54 e C59 e a cepa controle EBY274-HxtB (WT). Foram analisadas 
duas duplicatas para cada amostra e as barras de erros em preto representam o 
desvio padrão entre elas. O cultivo foi feito por 120 horas (hrs) com aferição a cada 
24 horas a partir do segundo dia (48 hrs).  
 
Por fim, vale ressaltar que em termos de valores absolutos, sem 
considerar a velocidade do transporte, os clones com os transportadores HxtB 
mutados consumiram mais xilose que os clones do Gxf1, com destaque para a 
condição de xilose inicial de 0,5% (5 g/L) na qual os clones de EBY274-HxtBmut 
C41, C54 e C59 consumiram quase metade do açúcar (Figura 40) enquanto que os 
clones de EBY274-Gxf1mut C90 e C92 mostraram menor consumos (Figura 35). 
Além disso, para a condição de xilose inical de 5% (50 g/L), os clones de EBY274-
Gxf1mut consumiram aproximadamente 1 g (Figura 35) enquanto que os clones de 
EBY274-HxtBmut consumiram aproximadamente 10 g, com destaquue para o C59 





5.7.6 – Avaliação das mutações dos clones de EBY274-HxtBmut  
 
Da mesma maneira como feito para os clones de EBY274-Gxf1mut, as 
principais mutações encontradas nos clones com HxtB mutado também foram 
analisadas. A Tabela 6 ilustra todas as mutações dos respectivos clones de 
EBY274-HxtBmut 
Tabela 6 – Mutações encontradas nos transportadores HxtB dos 
diferentes clones de EBY274-HxtBmut. 
Clones EBY274-
HxtBmut 
    
Mutações 
      
C41 K227A I384L A411D    
C42 I123L L251F V461A A591G   
C43 H51Q V235A E496G    
C54 I83N N341T N386T E515D   
C55 W101S Y223C Q372P N341D V474I  
C56 A25G I198T N260S M303K I370N A513G 
C57 I40L V57G V173A N261H Y350L M494K 
C59 S73V T106I G186V A275L L361H I480L 
 
É possível observar que a quantidade de mutações variou entre os 
clones, com uma maior incidência nos clones C55, C56, C57 e C59, que foram os 
últimos a serem construídos (itens 5.4 e 5.5) e com uma maior severidade na 
reação de amplificação por PCR com indução de mutações em relação aos 
primeiros listados (C41, C42 e C43). Como já foi mencionado, para o gene do 
transportador HxtB, foi necessário a aplicação de reações mais severas para que 
clones com fenótipos distintos do controle fossem observados, diferentemente para 
o transportador Gxf1 que apresentou bons clones logo nos ensaios iniciais com 
condições de amplificação mais brandas. O clone C56 foi escolhido para ser 
analisado mais profundamente pois não conseguiu realizar o transporte da xilose em 
5% em seu drop out, mas obteve melhorias em todas as outras concentrações de 
xilose (Figura 28). Além disso, nos ensaios em meio líquido, os valores foram 
similares aos demais clones com a observação do não crescimento em glicose 2% 
(Figura 39). Desta forma, é interessante observar que as mutações garantiram 
melhorias no transporte de xilose em meio líquido. Como é possível observar no 
Anexo 3 (alinhamento proteico entre o HxtB mutado do clone C56 e o HxtB sem 
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mutações), as mutações foram inseridas em regiões bastante distintas da molécula; 
a Figura 41 mostra a localização das duas que consideramos mais importantes. Esta 
predição estrutural, assim como as demais, não possui grande confiabilidade e deve 
ser usada somente como uma referência espacial para os aminoácidos. 
 
 
Figura 41 – Representação estrutural do transportador HxtB mutado 
advindo do clone C56 de EBY274-HxtBmut com as duas mutações mais relevantes 
destacadas em vermelho (N260S, serina; M303K, lisina). 
 
As mutações A25G, I198T e I370N (Tabela 6) estão localizadas em 
regiões da primeira, quinta e nona porções transmembrânicas da proteína. Foi 
descrito na literatura (Reznieck et al., 2015) que alguns aminoácidos dos 
transportadores Hxt2 e Hxt7 de S. cerevisiae, localizados próximos às regiões 
transmembrânicas 1 e 5 das respectivas moléculas, seriam responsáveis por ditarem 
a especificidade dos transportadores pelos seus substratos. Baseados em um 
alinhamento proteico, observamos que estes aminoácidos são conservados no HxtB 
e ocupam as posições 170 e 174 na sequência, sendo um ácido aspártico e uma 
treonina, respectivamente. Apesar das mutações A25G, I198T e I370N terem 
ocorrido em regiões transmembrânicas de certa importância, as mesmas não foram 
observadas nas regiões descritas como influenciadoras do transporte, mas não se 
pode afirmar que as mesmas não influenciaram o transporte sem estudos mais 
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localiza-se em uma região cuja análise não indicou nenhum domínio específico e 
possivelmente não interfere no transporte em si.  
Entretanto, a mutação N260S, que foi destacada na Figura 41, parece ser 
mais importante, pois está localizada no domínio IPR003663, classificado como um 
MFS (Major Facilitator Superfamily), responsável pelo transporte de açúcares e em 
uma porção mais externa da molécula, ou seja, não está dentro do bolsão formado 
pelas 12 hélices transmembrânicas. A troca de uma asparagina, que é um 
aminoácido que realiza ligações de hidrogênio para a manutenção das estruturas 
secundárias e cuja cadeia lateral tem potencialidade de formar diversas outras 
interações diferentes por uma serina, um aminoácido bastante reativo devido a sua 
hidroxila da cadeia lateral, representa uma mutação interessante pois provavelmente 
altera a dinâmica molecular dessa região. Esta região do HxtB é próxima 
estruturalmente a região onde duas mutações foram encontradas nos 
transportadores Hxt5 e Hxt7 de S. cerevisiae, e que são responsáveis por ditar a 
inibição que os mesmos sofrem pela glicose (Li et al., 2016). Portanto, muito 
provavelmente alterações nesta porção da molécula do HxtB podem ter alguma 
influência sob sua inibição pela glicose, que não foi avaliada neste trabalho.  
Por fim, a mutação M303K está localizada proximamente à oitava porção 
transmembrânica, mais interna à molécula e no mesmo domínio IPR003663 de MFS, 
também destacada na Figura 41. A troca de uma metionina (apolar alifática) por uma 
lisina, que é carregada positivamente, também se constitui uma mudança 
significativa, pois altera a carga eletrônica da região e pode ser responsável por 
mudanças nas interações moleculares deste domínio onde está inserida. Além 
disso, esta região do HxtB é similar a destacada por Shin e colaboradores em 2015 
no transportador Hxt11 de S. cerevisiae como sendo uma região que a inserção de 
mutações mostrou uma melhora no transporte de xilose. Apesar das mutações não 
terem sido verificadas nos mesmos aminoácidos, pode-se inferir que modificações 
nesta região estejam, de alguma forma, relacionadas ao transporte de açúcares. 
Conclui-se que estes domínios de MFS são importantes ao transporte de 
xilose, pois quando houve a mutação destes aminoácidos considerados críticos, ou 
seja, com potencial de realizarem interações intramoleculares alterando a estrutura 
terciária do local e também a potencialidade de interagirem com substratos, o 
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transporte de xilose foi alterado. Além disso, vale ressaltar que as porções 
transmembrânicas 1 e 5 do transportador HxtB podem estar relacionadas com a 
especificidade que o mesmo possui pelos substratos, mostrando que as mutações 
nestes locais podem ser relevantes. 
Da mesma maneira, também avaliamos o clone 59 com capacidade 
melhorada de transporte de xilose, que apresentou o maior valor de OD600 em xilose 
5% (Figura 38), bem como maior consumo deste açúcar segundo as análises de 
HPLC (Figura 40), e com um pequeno crescimento em glicose 2% (Figura 38). A 
Figura 42 ilustra as principais mutações e o Anexo 4 mostra o alinhamento dos 
aminoácidos deste transportador mutado com o selvagem.  
 
 
Figura 42 – Representação estrutural do transportador HxtB mutado 
advindo do clone C59 de EBY274-HxtBmut com as quatro mutações mais relevantes 
destacadas em vermelho (S73V, valina e G186V, valina (A); T106I, isoleucina e 
A275L, leucina (B)). 
 
A primeira mutação é a S73V, que é a troca da serina (neutra e polar) por 
uma valina (apolar) em uma região do domínio PF00083 de transporte generalizado 
de substratos. Observa-se que a posição deste aminoácido é mais externa à 
molécula e deve ser considerada, pois a alteração de carga eletrônica nesta região 
pode influenciar o transporte de açúcares. Assim como ela, a mutação T106I (uma 
treonina, neutra e polar, por uma isoleucina, neutra e apolar), também deve ser 
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levada em consideração, uma vez que está localizada em uma região mais interna 
da molécula. A distribuição eletrônica também pode ter sido alterada devido a esta 
troca de aminoácidos com polaridades diferentes, modificações estruturais que 
podem interferir no transporte de açúcares.  
A terceira mutação, G186V, é a troca de uma glicina por uma valina no 
mesmo domínio que as duas primeiras e localizada proximamente à S73V na região 
mais externa da proteína, entretanto, a troca ocorrida foi entre aminoácidos com 
características físico-químicas parecidas, indicando que possivelmente esta mutação 
não gere alterações significativas na estrutura terciária da molécula, tampouco na 
interação com o substrato. Já a quarta mutação ocorreu pela troca de uma alanina 
por uma leucina (A275L) no mesmo domínio de transporte de açúcares que as 
demais, e como observado na mutação anterior, nesta também ocorreu a troca de 
aminoácidos apolares, indicando que possivelmente não tenham alterado as 
características do mesmo. A quinta e sexta mutações, L361H e I480L, ocorreram na 
nona e décima segunda porções transmembrânicas, com destaque somente para a 
segunda, pois foi relatado por Reznieck e colaboradores em 2015 que esta região 
pode indiretamente influenciar o transporte de xilose.  
É interessante perceber que as mutações do HxtB do clone C59 e do C56 
foram diferentes em quantidade (C59 apresentou quatro mutações que julgamos 
importantes e o C56 apresentou duas) e também em relação aos aminoácidos 
alterados. Em termos gerais, o clone C59 é melhor que o C56 em relação ao 
crescimento nas condições de xilose testadas e, portanto, suas mutações 
destacadas, nas quais ocorreu a troca de aminoácidos com características físico-
quimicamente semelhantes, foram mais benéficas que as mutações observadas 
clone C56, nas quais os aminoácidos trocados possuem características distintas. 
Além dessas mutações, nota-se que diversas outras foram observadas 
nos demais clones, nas regiões do domínio PF00083 de transporte de substratos, 
como por exemplo a (i) N341D do clone C55, na qual há a troca de uma asparagina 
(aminoácido polar não carregado) por um ácido aspártico que é carregado 
negativamente, em uma região conhecida por influenciar indiretamente o transporte 
de xilose (Reznieck et al., 2015 e Li et al., 2016), (ii) L251F (clone C42) na qual uma 
leucina (apolar alifática) foi trocada por uma fenilalanina (aminoácido aromático), (iii) 
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V235A (Clone C43) na qual há a troca entre dois aminoácidos apolares, sendo a 
alanina um aminoácido com a cadeia lateral menor e portanto que ocupa menor 
espaço molecular que a valina, (iv) W101S (Clone 55) na qual o triptofano 
(aromático) é substituído pela serina (polar e não carregada) e (v) V173A (Clone 57) 
que é a troca de dois aminoácidos apolares e alifáticos, uma valina por uma alanina, 
mas em uma região conservada nos transportadores Hxt7, Hxt11 e HxtB  onde 
mutações inseridas mostraram alterar o transporte de xilose.  
Nota-se que estas são mutações distintas, pois em algumas há a troca de 
aminoácidos cujas cadeias laterais possuem certa similaridade físico-química e 
outras cuja troca ocorre entre aminoácidos de características diferentes, mas todas 
em domínios identificados como de transporte de açúcares. Sendo assim, há 
potencial de elas alterarem as características de seus respectivos transportadores e, 
portanto, precisam ser estudadas para que sua função seja totalmente elucidada. 
Em suma, foi possível observar que diferentes mutações foram geradas 
para ambas as cepas EBY274-Gxf1mut (item 5.7.3) e EBY274-HxtBmut (item 
5.7.6). Algumas onde houve a troca de aminoácidos com cadeias laterais parecidas, 
outras com aminoácidos distintos em relação a suas características físico-químicas. 
Observou-se também que as mutações foram inseridas em diferentes locais das 
moléculas, tanto em domínios identificados por serem de transporte de substratos, 
quanto em regiões transmembrânicas que podem estar associadas com a 
especificidade do transportador. Entretanto, como sabemos, para podermos afirmar 
qual o papel exato de cada mutação no fenômeno do transporte, tanto de xilose 
quanto de glicose, é necessário aprofundar os estudos referentes a cada uma das 
mutações geradas, com a deleção racional das mesmas ou a troca por outros 
aminoácidos.  
 
5.8 – Construção e teste de crescimento das cepas PE2-274-HxtB e 
PE2-274-Gxf1 em xilose e mutagenização por etilmetanosulfonato (EMS) 
 
Primeiramente, os plasmídeos pRH195-HxtB e pRH195-Gxf1 foram 
inseridos na cepa de PE-2 deletada para genes que codificam proteínas da via de 
obtenção do triptofano e da uracila e a uridina (PE2 trp- uu-) como descrito no item 
107 
 
4.2. A confirmação desta inserção foi feita pelo cultivo destas células em meios 
seletivos sem triptofano, mas com uracila e uridina. Além disso, o DNA genômico 
destas cepas transformadas foi extraído, e com oligos específicos para cada 
transportador, foi realizada uma reação de PCR para confirmar se a inserção dos 
plasmídeos foi realizada com sucesso (Figura 43). Após, o plasmídeo pRH274 foi 
transformado nas cepas previamente confirmadas e a confirmação deste 
procedimento foi feita apenas pelo crescimento das cepas em meios seletivos sem 




Figura 43 – Gel de agarose 1% contendo as bandas de amplificação por 
PCR referentes aos genes dos transportadores HxtB (A) e Gxf1 (B), respectivamente 
O padrão de peso molecular utilizado foi o GeneRuler 1kb Plus DNA ladder 
(Padrão). 
 
 Após, ambas as cepas foram submetidas a um ensaio de crescimento 
como descrito pelo item 4.6, para que fosse verificado o efeito que a inserção dos 
transportadores HxtB e Gxf1 e dos genes da metabolização da xilose presentes no 
plasmídeo pRH274 teriam sobre esta cepa de S. cerevisiae que advém de uma cepa 
industrial. A Figura 44A e 44B mostram os resultados para a cepa PE2-274-HxtB e 
PE-274-Gxf1, respectivamente, em duas concentrações de xilose (2 e 5%) e em 
glicose (2%) como controle. 
1500pb 
    Padrão   A    B 
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Figura 44 – Curvas de crescimento da cepa PE2-274-HxtB (A) e PE2-
274-Gxf1 (B) em 2% de xilose (X2%), 5% de xilose (X5%) e 2% de glicose (G2%). O 
cultivo foi feito por 120 horas (hrs) com aferição da OD600 a cada 24 horas. As barras 
de erros representam os desvios padrão calculados para as réplicas biológicas do 
experimento.  
 
Estes ensaios de crescimento preliminares mostram que a inserção do 
plasmídeo pRH274 e dos transportadores HxtB e Gxf1 conferem capacidade de 
crescimento em xilose para esta cepa industrial. Em 2% de glicose, que é o controle 
do experimento, a cepa atingiu valores de OD600 de aproximadamente 6, o que era 
de se esperar já que este é o açúcar preferencial desta cepa. Já para xilose, os 
valores de crescimento nos pontos mais tardios foram um pouco superiores na 
concentração de 2% deste açúcar. Esperava-se que quanto maior fosse a 
concentração de açúcar, maior seu crescimento, mas isto não ocorre, provavelmente 
devido às limitações metabólicas referentes ao plasmídeo pRH274 e aos genes que 
o compõe. Com base nestes resultados, nota-se que apesar das cepas 
transformadas PE2-274-HxtB e PE2-274-Gxf1 possuírem capacidade de 
crescimento em xilose, o que não ocorre em cepas selvagens de S. cerevisiae, seu 
crescimento foi, de forma geral, duas vezes inferior ao crescimento em glicose, 
mostrando a necessidade de melhorá-las.  
Como reportado anteriormente na literatura (Huuskonen et al., 2010; 
Demeke et al., 2013; Kim et al., 2013; Abt et al., 2016), a indução de mutações 
aleatórias com posterior seleção de clones mutados vem sendo uma técnica 




microrganismos de interesse. Como já mencionado, a inserção destas mutações 
pode ocorrer de diversas formas e uma delas é pela utilização de agentes químicos 
que as induzem, como o EMS. Assim, as cepas PE2-274-HxtB e PE2-274-Gxf1 
foram tratadas com este reagente.  
No total, foram selecionados 96 clones mutados em placas contendo 
xilose. Com o objetivo de inserir novas mutações que eventualmente sejam 
benéficas para a metabolização da xilose no genoma destes clones, a evolução 
dirigida foi utilizada. Para isso, as 14 maiores colônias foram selecionadas para 
serem analisadas, 8 da PE2-274-Gxf1 (C1 a C8), e 6 da PE2-274-HxtB (C9 a C14), 
além de 3 colônias de PE2-274 (sem nenhum transportador exógeno e somente com 
o plasmídeo pRH274, C15 a C17). As Figuras 45 e 46 mostram as curvas de 




Figura 45 – Evolução dirigida dos oito clones (clone 1 a clone 8) da cepa 
PE2-274-Gxf1EMS. A OD600 foi aferida diariamente por 48 dias de cultivo, com 





Figura 46 – Evolução dirigida dos seis clones (clone 9 a clone 14) da 
cepa PE2-274-HxtBEMS. A OD600 foi aferida diariamente por 48 dias de cultivo, com 
sucessivos repiques a cada 3 dias.  
 
É possível observar que o padrão de crescimento pouco se altera entre os 
repiques de ambos os processos de evolução, e que os clones 3, 4, 9 e 14 
apresentaram melhores resultados de crescimento (Figuras 45 e 46). Este perfil 
pode estar relacionado com os tipos de mutações que foram inseridas pelo EMS no 
genoma dos respectivos clones que visivelmente são superiores aos demais. 
Somente com um sequenciamento dos seus genomas seria possível elucidar quais 
modificações genéticas os favoreceram. Os demais clones não apresentaram 
diferenças de crescimento significantes, sendo que o clone que mostrou menor 
crescimento foi o 5. 
Já para os três clones de PE2-274 (Figura 47), os valores máximos de 
absorbância foram bem próximos aos encontrados nos melhores clones citados 
acima. Entretanto, percebe-se que a partir do vigésimo quinto dia de cultivo, os 
valores finais obtidos pelos clones 15 e 17 de PE2-274 apresentaram um 
crescimento que ultrapassou o valor da OD600 de 6 e se manteve constante até o 
final do experimento. Pode-se supor que provavelmente alguma mutação foi inserida 
e selecionada evolutivamente nestes dois clones e que foi responsável por conferir 
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esta melhoria observada. Estes clones serão reavaliados pelo grupo e são 
candidatos para terem seus genomas sequenciados pelo laboratório. 
 
 
Figura 47 – Evolução dirigida dos três clones (clone 15, 16 e 17) da cepa 
PE2-274. A OD600 foi aferida diariamente por 48 dias de cultivo, com repiques a cada 
3 dias. 
  
Ao final desta etapa, percebeu-se que os clones 3 e 4 da cepa PE2-274-
Gxf1EMS e os clones 9 e 14 da cepa PE2-274-HxtB se destacaram dentre os 
demais, mas não houveram mudanças significativas em seus padrões de 
crescimento durante o processo de evolução. Visando melhorar estes clones, eles 
foram submetidos a outra etapa de evolução dirigida, mas agora em condições mais 
próximas às fermentações industriais, com uma redução da disponibilidade de 
oxigênio. Para isso, inóculos dos últimos cultivos em enlenmayer (Figuras 45 e 46) 
foram transferidos para 4 mL e 7 mL de meio YNB com 10% de xilose (em tubos de 
10 mL), para mimetizarmos as condições de “semi-anaerobiose” e “anaerobiose”. 
Além disso, utilizamos dois valores de OD600 inicial: 0,1 e 0,7. Adotamos esta 
estratégia pois pode-se hipotetizar que quanto maior o número de células do repique 
anterior for passado para o repique posterior, maior a chance das células que 
eventualmente foram melhoradas no processo sejam passadas adiante para se 
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multiplicarem. Nesta etapa do experimento, colocamos as cepas PE2-274-Gxf1/HxtB 
e a PE2-274 sem mutagenização para podermos comparar a real eficácia e melhoria 
que este tratamento com EMS e evolução dirigida causaram nos clones. 
As Figuras 48 e 49 mostram os repiques em semi-anaerobiose e 
anaerobiose, respectivamente, para os clones 3 e 4 (PE2-274-Gxf1), C9 e C14 
(PE2-274-HxtB) nos tubos de ensaio, ambos começando com a OD600 de 0,1.  
 
 
Figura 48 – Evolução dirigida dos quatro clones (3, 4, 9 e 14) mutados e 
evoluídos juntamente com as cepas controle PE2-274-HxtB/Gxf1 e PE2-274, em 
semi-anaerobiose e com uma OD600 inicial de 0,1. A absorbância foi aferida 






Figura 49 – Evolução dirigida dos quatro clones (3, 4, 9 e 14) mutados e 
evoluídos juntamente com as cepas controle PE2-274-HxtB/Gxf1 e PE2-274, em 
anaerobiose e com uma OD600 inicial de 0,1. A absorbância foi aferida diariamente 
por 48 dias de cultivo, com sucessivos repiques a cada 3 dias. 
 
Percebe-se que na condição de semi-anaerobiose (Figura 48), a cepa 
com melhor desempenho de crescimento foi a controle PE2-274, indicando que o 
processo de mutagenização e evolução dirigida previamente realizados não 
tornaram os clones melhores para esta condição testada. Os resultados mais 
interessantes foram os em anaerobiose (Figura 49), com destaque para o clone 4, 
indicando que, nesta condição, as etapas de mutagenização e evolução o tornaram 
superior aos demais. Na Figura 50 observa-se os gráficos para os clones em semi-





Figura 50 – Evolução dirigida dos quatro clones (3, 4, 9 e 14) mutados e 
evoluídos juntamente com as cepas controle PE2-274-HxtB/Gxf1 e PE2-274, em 
semi-aerobiose e com uma OD600 inicial de 0,7. A absorbância foi aferida 
diariamente por 48 dias de cultivo, com sucessivos repiques a cada 3 dias. 
 
É possível notar que os valores de crescimento obtidos pelos clones 
foram similares, ficando próximos a 1,5, com destaque ao clone 3 que atingiu 
valores superiores a OD600 de 2. Entretanto, a cepa controle PE2-274-Gxf1 teve seu 
crescimento praticamente similar a este melhor clone e portanto atingiu também 
valores superiores aos obtidos pelos demais. É interessante observar que na 
condição de OD600 inicial de 0,1 e em semi-anaerobiose (Figura 48), a cepa PE2-274 
foi a que obteve os melhores resultados de crescimento, o que não foi observado na 
mesma condição de aeração, mas com OD600 inicial de 0,7 (Figura 50). Esta é uma 
constatação intrigante, pois somente com a mudança do input inicial de células a 
cepa PE2-274, que obteve os maiores valores em semi-anaerobiose, passou a ser a 
cepa com os um dos menores valores de crescimento observados. Por fim, observa-
se na Figura 51 que o crescimento dos clones e dos controles foi bastante próximo, 
indicando que as mutações inseridas não favoreceram o crescimento dos clones na 





Figura 51 – Evolução dirigida dos quatro clones (3, 4, 9 e 14) mutados e 
evoluídos juntamente com as cepas controle PE2-274-HxtB/Gxf1 e PE2-274, em 
anaerobiose e com uma OD600 inicial de 0,7. A absorbância foi aferida diariamente 
por 48 dias de cultivo, com sucessivos repiques a cada 3 dias. 
 
Em suma, o clone 3 na condição de semi-anaerobiose e alta densidade 
celular inicial (Figura 50) se destacou dos demais, assim como clone 4 na condição 
de anaerobiose com baixa densidade celular inicial (Figura 49). Isto mostra a 
versatilidade das técnicas utilizadas pois, perante a inserção de mutações aleatórias 
via EMS e consequente evolução dirigida em xilose, foram gerados dois clones com 
fenótipos diferentes e melhorados. Baseados nestes resultados, resolvemos 
submeter estes dois clones a mais cinco repiques sucessivos de evolução dirigida, 
mas agora com uma concentração de 50 g/L de xilose, cinco vezes superior à 
utilizada anteriormente e com alta densidade celular inicial em ambas condições de 
aeração (dados não mostrados).  
Como foi possível observar, o padrão de crescimento não foi alterado e 
melhorias não foram detectadas nestas novas condições (dados não mostrados). 
Devido a isso, realizamos novamente o procedimento de mutagenização como 
descrito no item 4.8.2 nas cepas PE2-274-HxtB/Gxf1EMS para tentarmos aumentar 
a gama de mutações e achar um clone melhorado para crescimento em xilose. 
Nesta etapa, testamos 6 clones (3 clones PE2-274-HxtBEMS e 3 clones PE-274-
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Gxf1EMS re-mutados por EMS). Partimos para a evolução destes clones em tubos 
de ensaio em condições de anaerobiose e semi-anaerobiose utilizando a técnica de 
transferência de alta densidade celular (OD600 inicial de 1). Embora esta nova etapa 
tenha durado por mais 5 repiques, as cepas re-mutagenizadas apresentaram um 
desempenho abaixo do esperado, indicando que as mutações em seus genomas 
prejudicaram a característica de crescimento em xilose. Como a mutagenização 
ocorre de forma aleatória, quanto maior o número de clones avaliados, maior seria a 
chance de se encontrar algum com as características desejadas. Devido a limitações 
operacionais de varredura talvez o número de clones avaliados nesta etapa não 
tenha sido suficiente para achar o que foi mais beneficiado pelas mutações.  
6 – CONCLUSÕES 
 
O trabalho visou abordar a questão do consumo e metabolização da 
xilose por duas abordagens distintas. A primeira consistiu na melhoria de dois 
transportadores (HxtB e Gxf1) mediante a inserção de mutações aleatórias nos 
genes que os codificam pela técnica de PCR error prone. Um total de 119 clones de 
EBY274-Gxf1mut e 87 clones de EBY274-HxtBmut foram gerados e avaliados pela 
técnica de drop out em meios com diferentes concentrações de xilose. Estes clones 
apresentaram diferentes crescimentos nas concentrações de 0,5, 2 e 5% de xilose 
bem como para 2% de glicose. Como resultados interessantes, pode-se citar os 
clones C44, C92, C100, C110, C116 e C118 de EBY274-Gxf1mut que crescem 
menos em glicose mas foram superiores ao controle em todas as condições de 
xilose. Dos clones obtidos para o HxtB, cita-se os C41, C42, C43, C54 e C56 que 
cresceram mais que o controle em 0,5 e 2% de xilose. Após esta avaliação 
preliminar, 12 clones de EBY274-Gxf1mut e 8 clones de EBY274-HxtBmut foram 
escolhidos por apresentarem melhores resultados no crescimento em xilose 2 e 5% 
principalmente, e então foram submetidos a uma análise mais sensível por meio de 
curvas de crescimento em meio líquido com xilose e glicose. Com base nestes 
resultados, foi possível observar que diferentes mutações foram responsáveis por 
alterarem as características de transporte destes açúcares nos diferentes clones. 
Algumas mutações foram avaliadas e encontravam-se em domínios das proteínas 
que são responsáveis pelo transporte de açúcares, bem como em regiões 
transmembrânicas já reportadas por influenciarem na afinidade pelo substrato e 
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também pela inibição do transporte de xilose pela glicose, indicando que podem 
estar atuando nas características dos mesmos.  
Adicionalmente, foi feita a mutagenização aleatória das cepas de PE2-274 
contendo tanto o transportador HxtB quanto com o Gxf1. Selecionamos 96 clones, 
dentre os quais 17 foram submetidos a evolução dirigida visando o crescimento e 
metabolização de xilose. Nas primeiras etapas de evolução, identificamos quatro 
melhores clones (3, 4, 9 e 14). Estes por sua vez, foram re-submetidos a evolução 
dirigida mas em condições de semi-anaerobiose e anaerobiose com variação da 
concentração inicial de células. Ao final destes experimentos, o clone 3 se destacou 
na condição de semi-anaerobiose e alta densidade celular inicial, e o clone 4 na 
condição de anaerobiose com baixa densidade celular inicial. Como forma de tentar 
melhorar ainda mais o desempenho dos clones, refizemos o ensaio de 
mutagenização em alguns deles, mas eles mostraram um menor crescimento em 
xilose, muito provavelmente pela alta carga de mutações. Sendo assim, elencamos 
como mais interessantes, os clones 3 e 4, que devem ter suas mutações avaliadas 
para entendermos melhor a influência de cada uma no consumo e metabolização da 
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8 - ANEXOS 
Anexo 1 - Alinhamento proteico entre o transportador Gxf1 mutado 
proveniente do clone C90 de EBY274-Gxf1mut (C90_Gxf1mut) e a proteína sem 
mutações (Gxf1_wt). Em azul, as alterações encontradas entre as sequências. 
 
 
Anexo 2 – Alinhamento proteico entre o transportador Gxf1 mutado 
proveniente do clone C44 de EBY274-Gxf1mut (C44_Gxf1mut) e a proteína sem 






Anexo 3 - Alinhamento proteico entre o transportador HxtB mutado 
proveniente do clone C56 de EBY274-HxtBmut (C56_HxtBmut) e a proteína sem 
mutações (HxtB_wt). Em azul, as alterações encontradas entre as sequências. 
  
Anexo 4 - Alinhamento proteico entre o transportador HxtB mutado 
proveniente do clone C59 de EBY274-HxtBmut (C59_HxtBmut) e a proteína sem 





Anexo 5 – Artigo “Comparative transcriptome analysis reveals different 
strategies for degradation of steam-exploded sugarcane bagasse by Aspergillus 






















Anexo 7 – Capítulo de livro 2 “An Overview on the Main Microbial 
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